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La mosca mediterránea de la fruta, Ceratitis capitata (Wiedemann), es una plaga 
clave en la citricultura española debido a las pérdidas directas (daños en los 
frutos) e indirectas (cuarentena y protocolos de exportación). En la Comunidad 
Valenciana el control se basa principalmente en la utilización de tratamientos 
terrestres y aéreos, mediante pulverización-cebo de insecticidas de amplio 
espectro, principalmente organofosforados. Actualmente estos tratamientos se 
están compaginando con la utilización de la Técnica del Insecto Estéril (TIE) o 
control autocida como método de control respetuoso con el medioambiente y con 
la salud humana.  
Este método se basa en la liberación de un gran número de machos esterilizados 
suficientemente competitivos para acoplarse con las hembras salvajes y, de esta 
forma, disminuir o impedir su descendencia. El desarrollo de líneas de sexado 
genético, que ha permitido liberar en campo solamente machos estériles, ha 
supuesto una significativa mejora de la eficiencia de esta técnica. Sin embargo, el 
sistema de cría en masa en condiciones artificiales, y la esterilización mediante 
irradiación gamma pueden provocar una disminución de su competitividad sexual 
en condiciones de campo, así como una disminución de su longevidad.  
El objetivo general de este trabajo es contribuir a la mejora de la aplicación de la 
TIE aportando conocimientos en varias componentes esenciales para el éxito de 
estos programas.  
La irradiación gamma que se emplea para la esterilización de los machos podría 
dañar las células epiteliales del intestino, provocando una disminución de la 
asimilación de nutrientes, y esta pérdida de nutrientes podría disminuir la 
longevidad de los mismos. Por ello, se ha determinado el efecto de la irradiación a 
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la que son sometidos los machos sobre la fisiología digestiva de adultos y sobre su 
longevidad. Tanto las larvas como los adultos demostraron tener un sistema 
proteolítico similar basado en las actividades aspartil, tripsina, quimotripsina, 
aminopeptidasa y carboxipeptidasa A y B. La irradiación a 70 y 140 Gy dos días 
antes de la emergencia no afectó a la actividad proteolítica digestiva de los adultos 
de la línea Vienna 7 tsl. Además, los ensayos de longevidad realizados mostraron 
que los machos irradiados a la dosis más alta (140 Gy) tienen una longevidad 
similar a la de los no irradiados.  
El éxito reproductivo de C. capitata depende principalmente de su capacidad para 
localizar e ingerir carbohidratos y proteínas en su hábitat natural. Asegurar e 
intentar mejorar el éxito competitivo de los machos estériles previamente a su 
liberación mediante el suministro de una dieta adecuada, es un objetivo crucial en 
cualquier programa TIE. Por ello, se ha analizado el efecto de la disposición de 
proteína en la dieta de los machos irradiados y la eficacia de la aromaterapia con 
aceite esencial de jengibre respecto a los factores de longevidad, así como la 
influencia de la manera de suministrar la dieta. La adición de proteína a la dieta en 
una proporción 4:1 aumentó la longevidad de los machos estériles casi en 4 días 
en comparación con los tratamientos a base de azúcar si éstos disponen de 
alimentación y agua continuamente. Sin embargo, si son sometidos a condiciones 
de ayuno, la alimentación previa con azúcar y proteína acelera su mortalidad. Con 
respecto a la manera de suministrar la dieta se observaron también diferencias 
significativas, siendo más conveniente el suministro en forma de polvo. 
Por otra parte, se ha diseñado también un método molecular como sistema de 
evaluación de la competencia sexual de los machos estériles liberados, ya que 
actualmente se utiliza el ratio de recaptura de machos estériles como índice de 
efectividad del programa TIE. El método desarrollado se basa en la utilización de 
dos marcadores de PCR, uno que identifica la presencia de esperma (CcYsp) y el 
segundo (Ccmt-HaeIII) que identifica el origen genético a través de un 
polimorfismo de restricción presente sólo en la línea estéril. Es por lo tanto un 
método fiable que permite determinar el éxito de acoplamiento entre las hembras 
salvajes y los machos estériles Vienna tsl. La simplicidad (únicamente dos PCR), 
junto con la posibilidad de detectar el esperma de los machos estériles Vienna 8 tsl 
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en las espermatecas de hembras, que han permanecido muertas en condiciones 
de campo hasta 7 días, la convierte en una nueva herramienta para estimar de 
forma precisa la eficacia de la liberación de machos estériles en programas TIE a 
gran escala. 
Por último, se ha iniciado la identificación de genes ligados a la edad fisiológica en 
C. capitata, mediante la creación de genotecas de cDNA expresados 
diferencialmente en tres grupos de edad: inmaduro, maduro y senescente. Este 
abordaje experimental ha permitido identificar trece genes candidatos con 
diferencias de expresión, de los cuales, en hembras, dos están anotados en las 
bases de datos, la vitelogenina y el factor de elongación 2. En machos solamente 
uno de los genes está anotado pero sin función definida. El resto de los genes 
identificados no presentan homología con la base de datos. Ni en machos ni en 
hembras se observó expresión diferencial de los genes SOD-1, SOD-2 y hsp70 
que son genes de referencia para longevidad en otros dípteros. La complejidad del 
tema abordado hace necesario continuar investigando la función de los genes 
identificados para determinar aquellos implicados en la madurez sexual de 
C. capitata.  
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La mosca mediterrània de la fruita, Ceratitis capitata (Wiedemann) és una plaga 
clau de la citricultura espanyola a causa de les pèrdues directes (danys en fruita) i 
indirectes (quarentena i protocols d’exportació) que provoca. A la Comunitat 
Valenciana el seu control es basa principalment en la utilització de tractaments 
terrestres i aeris, mitjançant l’aplicació d’insecticides d’ampli espectre, 
principalment organofosforats, amb esquer. Actualment aquestos tractaments 
s’estan compaginant amb la utilització de la Tècnica de l’Insecte Estèril (TIE), o 
control autocida, com a mètode de control respectuós tant amb el medi ambient 
com amb la salut humana.  
Aquest mètode es basa en l’alliberament d’un gran nombre de mascles esterilitzats 
prou competitius com per a copular amb les femelles salvatges i, d’aquesta 
manera, disminuir o impedir la seua descendència. El desenvolupament de línies 
de sexat genètic, que ha permés alliberar en camp solament mascles estèrils, ha 
suposat una millora significativa de l’eficiència d’aquesta tècnica. Malgrat tot, el 
sistema de cria massiva en condicions artificials, i l’esterilització mitjançant radiació 
gamma poden provocar una disminució de la seua competitivitat sexual en 
condicions de camp, així com una disminució de la seua longevitat.  
L’objectiu general d’aquest treball és contribuir a la millora de l’aplicació de la TIE 
tot aportant coneixements en diferents components essencials per a l’èxit 
d’aquestos programes. 
La radiació gamma que s’utilitza per a l’esterilització dels mascles podria danyar 
les cèl·lules epitelials de l’intestí, i provocar una disminució de l’assimilació de 
nutrients, i aquesta pèrdua de nutrients podria disminuir-ne la longevitat. Per això, 
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s’ha determinat l’efecte de la radiació a què són sotmesos els mascles sobre la 
fisiologia digestiva d’adults i sobre la seua longevitat. S’ha demostrat que tant les 
larves com els adults tenen un sistema proteolític similar basat en les activitats 
aspartil, tripsina, quimotripsina, aminopeptidasa i carboxipeptidasa A i B. La 
radiació a 70 i 140 Gy dos dies abans de l’emergència no va afectar l’activitat 
proteolítica digestiva dels adults de la línia Vienna 7 tsl. A més, els assaigs de 
longevitat realitzats han demostrat que els mascles irradiats a la dosi més alta 
(140 Gy) tenen una longevitat similar a la dels no irradiats.  
L’èxit reproductiu de C. capitata depèn principalment de la seua capacitat per a 
localitzar i ingerir carbohidrats i proteïnes al seu hàbitat natural. Assegurar i 
intentar millorar l’èxit competitiu dels mascles estèrils prèviament al seu 
alliberament mitjançant el subministrament d’una dieta adequada, és un objectiu 
crucial en qualsevol programa TIE. Per això, s’ha analitzat l’efecte de la disposició 
de proteïna a la dieta dels mascles irradiats i l’eficàcia de l’aromateràpia amb oli 
essencial de gingebre respecte als factors de longevitat, així com la influència de 
la manera com se suministra la dieta. L’addició de proteïna a la dieta en una 
proporció 4:1 va augmentar la longevitat dels mascles estèrils quasi 4 dies en 
comparació amb els tractaments a base de sucre, posat que aquestos tinguen 
aliment i aigua a disposició de forma contínua. No obstant això, si se sotmeten a 
condicions de dejuni, l’alimentació prèvia amb sucre i proteïna n’accelera la 
mortalitat. Sobre la manera de subministrar la dieta es van observar també 
diferències significatives, essent més convenient el subministrament en forma de 
pols. 
D’altra banda, s’ha dissenyat també un mètode molecular com a sistema 
d’avaluació de la competència sexual dels mascles estèrils alliberats, ja que 
actualment s’utilitza el ratio de recaptura de mascles estèrils com a índex 
d’efectivitat del programa TIE. El mètode desenvolupat es basa en la utilització de 
dos marcadors de PCR, un que identifica la presència d’esperma (CcYsp) i el 
segon (Ccmt-HaeIII) que identifica l’origen genètic a través d’un polimorfisme de 
restricció present només en la línia estèril. És per tant un mètode fiable que permet 
determinar l’èxit d’acoblament entre les femelles salvatges i els mascles estèrils 
Vienna tsl. La simplicitat (únicament dues PCR), juntament amb la possibilitat de 
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detectar l’esperma dels mascles estèrils Vienna 8 tsl a les espermateques de 
femelles mortes en condicions de camp fins a 7 dies abans, la converteix en una 
nova eina per a estimar de forma precisa l’eficàcia de l’alliberament de mascles 
estèrils en programes TIE. 
En últim lloc, s’ha iniciat la identificació de gens lligats a l’edat fisiològica de 
C. capitata, mitjançant la creació de genoteques de cDNA expressats 
diferencialment en tres grups d’edat: immadur, madur i senescent. Aquest 
abordatge experimental ha permés identificar tretze gens candidats, dels quals, en 
femelles, se n’han trobat diferències d’expressió en dos, el de la vitel·logenina i el 
del factor d’elongació 2. En mascles solament un dels gens està anotat a les 
bases de dades però sense funció definida. La resta de gens identificats no 
presenta homologia amb la base de dades. Ni en mascles ni en femelles no es va 
observar expressió diferencial dels gens SOD-1, SOD-2 i hsp70, que són gens de 
referència per a longevitat en altres dípters. La complexitat del tema abordat fa que 
calga continuar investigant la funció dels gens identificats per a determinar aquells 
implicats en la maduresa sexual de C. capitata. 
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The Mediterranean fruit fly (medfly), Ceratitis capitata (Wiedemann), is a key pest 
of citrus in Spain because of significant yield losses and to quarantine restrictions. 
Current control strategies in the Comunidad Valenciana (Spain) rely mainly on field 
monitoring and aerial and ground treatments with organophosphate insecticides 
mixed with protein baits. The demand for insecticide-free fresh fruit is encouraging 
the use of environment-friendly methods such as the Sterile Insect Technique (SIT) 
for prevention, suppression, or eradication of C. capitata. Accordingly, an area-
wide suppression program was initiated in 2003 in Spanish Mediterranean citrus 
areas.  
The SIT is based on the release of a large number of competitive sterile males that 
copulate with wild females to reduce the offspring. The development of genetic 
sexing strains, which allows releasing only males, has contributed to increase the 
effectiveness of this method in suppressing pest populations. However the mass 
rearing process and in particular the need to sterilize the insects by gamma 
irradiation of puparia, can negatively affect adult performance and competitiveness 
with their wild counterparts in terms of longevity and mating success.  
The main objective of this PhD thesis is to contribute to improve the application of 
SIT technology, by supplying essential knowledge for the success of SIT programs.  
Gamma irradiation is applied to pupa to achieve sterility in the males to be 
released. This irradiation might damage the midgut epithelium cells, causing a 
lowering of nutritive assimilation that can negatively affect adult performance and 
the longevity. The effect of this irradiation on midgut proteolytic activity of medfly 
adults and on their longevity has been studied. Both larvae and adults were found 
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to use a similar proteolytic system based on aspartyl-, trypsin-, chymotrypsin-, 
amino peptidase-, and carboxypeptidase A- and B-like activities. Irradiation at 70 or 
140 Gy of Vienna 7 (tsl) pupae, two days before emergence, did not affect the 
digestive proteolytic activity of medfly adults. Moreover, the longevity of irradiated 
males at the highest dose (140 Gy) was similar to that of the control. 
The reproductive success of C. capitata depends mainly on its capacity to localize 
and ingest proteins in their natural habitat. To improve the competitive success of 
sterile male prior to be released by the supply of an adequate diet is a major goal in 
SIT programs. Then, the availability of protein on the diet of sterilized males, how 
this diet is supplied (with agar or powder) as well as the efficacy of the 
aromatherapy with the exposure of the pre-released males to ginger root oil in 
terms of longevity has been analysed. Protein-fed males (in a ratio 4:1, 
sugar:protein) lived four days more than protein-deprived ones when fed 
continuously; nevertheless, following starvation, deprived-protein males lived on 
average longer than protein fed males. No interaction was observed between the 
two factors studied (diet and aromatherapy). In relation to the type of diet supplied, 
statistical differences were found, being the powder supply the best one. 
The success of the SIT against Mediterranean fruit fly depends greatly upon mating 
performance between released sterilized males and wild-type (wt) females. To 
assess the effectiveness of this method, currently, and indirect method which is 
based on the recapture steriles:wild type males in pheromone baited traps is used. 
A molecular method has been devised for the detection of Mediterranean fruit fly 
sterile male sperm in wild-type (wt) female spermathecae as a precise marker to 
assist in assessing mating performance of sterile males in area wide SIT programs. 
This system is based on the application of two PCR markers: CcYsp, which allows 
detecting the presence of Y chromosomes, and Ccmt, which allows discriminating 
between wt and Vienna strain males. The molecular method reported here is a 
robust and reliable marker to assess mating success between mass-reared 
sterilized Mediterranean fruit fly males and wild females, because we were able to 
detect Vienna sperm in wild Mediterranean fruit flies maintained in monitoring traps 
for 7 days suggests that it could be an efficient tool when coupled to areawide SIT 
programs. 
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Finally, it was initiated the identification of genes implied in sexual maturity in 
C. capitata. Gene identification has been performed by the characterization of 
Suppression Substractive Hybridization (SSH) libraries from three age groups 
(immature, mature and senescent). After the library characterization, a set of genes 
were tested for differential expression between each age group by reverse-
northern dot blot. A total of thirteen genes have been provisionally identified as 
differentially expressed. Two of them, vitellogenin and EF2, are already annotated 
in databases with known function. The other eleven genes correspond to unknown 
function (one in males) or no homologue genes. No differential expression of the 
relevant genes for longevity for other dipterans such as SOD-1, SOD-2 and hsp70 
was found. Further research is needed to determine those genes relevant for the 
sexual development of C. capitata.  
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BApNa  Nα-benzoil-DL-arginina p-nitroanilida 
BCP 1-Bromo-3-cloro-propano 
BrEt Bromuro de Etidio 
BSA Seroalbúmina bovina 
cDNA DNA complementario 
cDNAdc DNA complementario de doble cadena 
cDNAsc DNA complementario de simple cadena 
CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 
DB  Solución NaCl 50 μM; HEPES 5 mM pH 8,3; EDTA 0,2 mM pH 8,0 
DEPC Dietil pirocarbonato 
dH2O H2O destilada 
DMSO Dimetil-sulfóxido 
dNTPs deoxi-nucleótidos trifosfato  
DTT DL-Ditiotreitol 
E-64  L-trans-epoxisuccinil-leucilamido-(4-guanidino)-butano 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
EEO Electro-Endo-Osmosis 
EF Factor de elongación, del inglés Elongation Factor 
ESTs Etiqueta de secuencia de gen expresado del inglés Expressed 
Sequence Tag 
GO Ontología génica, del inglés Gene Ontology 
GSS Línea de sexado genético, del inglés Genetic Sexing Strain 
GTP  Siglas en inglés de GTP binding protein 
Gy Gray 
HA  Hipuril-L-arginina 
HB Tampón de hibridación SSH del inglés Hybridation Buffer: 2,5 mM 
NaCl, 250 mM HEPES pH 8,3; EDTA 1 mM pH 8,0 
HEPES Ácido 4-(2-Hidroxietil) piperazina-1-etanesulfónico 
HPA Hipuril-fenilalanina 
hsp70 Gen que codifica para la proteína de choque térmico de 70 kDa, del 
inglés heat shock protein 70 
IAEA Agencia Internacional de Energia Atómica, del inglés International 
Atomic Energey Agency 
IPTG Isopropil β-D-thiogalactosido 
LB Medio de cultivo Luria-Bertani 
LBA Medio de cultivo Luria-Bertani con ampicilina 
LpNa  L-leucín p-nitroanilida 
LTE Solución Tris-HCl 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 8,0 
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M-MLV RT Del inglés Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase 
mRNA RNA mensajero 
pb Par de bases 
PCPI Siglas en inglés de Potato Cysteine Protease Inhibitor 
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa, del inglés Polymerase Chain 
Reaction 
qRT-PCR PCR cuantitativa en tiempo real, del inglés quantitative Real Time 
PCR 
RT-PCR Transcripción Reversa-PCR, del inglés Reverse Transcription-PCR 
PCR-RFLP Siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction-Restriction 
Fragment Length Polymorphism 
SA2PPpNa  N-succinil-alanina-alanina-prolina-fenilalanina p-nitroanilida 
SA3pNa  N-succinil-alanina-alanina-alanina p-nitroanilida 
SBBI Siglas en inglés de Soybean Bowman-Birk inhibitor 
SDS Sodio dodecil sulfato 
SOD-1 Gen que codifica la enzima superóxido dismutasa 1 
SOD-2 Gen que codifica la enzima superóxido dismutasa 2 
SSC Tampón de hibridación, del inglés Standard Saline Citrate 
SSH Supresión y sustracción por hibridación, del inglés Suppression 
Substractive Hybridization  
TB Medio de cultivo Terrific Broth  
TBA Medio de cultivo Terrific Broth con Ampicilina 
TBE Tampón Tris-Borato-EDTA 
tBlastN Siglas en inglés de translated Blast against a nucleotide sequence 
database 
tBlastX Siglas en inglés de translated Blast against a protein sequence 
database 
TE Solución Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0 
TIE Técnica del Insecto Estéril 
TNES Solución extracción DNA: Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 20 mM; 
1% SDS 
TNESD Solución extracción DNA: Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 20 mM; 
SDS 1%; DTT 0,1 mM 
tsl Siglas en inglés de temperature sensitive lethal 
wp Siglas en inglés de white pupae 
X-Gal 5-Bromo-4-cloro-3-indolil β-D-galactosida 
ZAA2MNA  N-carbobenzoxi-alanina-arginina-arginina 4-metoxi-β-naftil-amida 
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La mosca mediterránea de la fruta, Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: 
Tephritidae), es una plaga endémica en las áreas citrícolas mediterráneas. La 
alta presión de selección que se está ejerciendo sobre las poblaciones de 
C. capitata como consecuencia de los frecuentes tratamientos con malatión-
cebo ha dado lugar a la aparición de poblaciones resistentes (Ortego et al., 
2005), lo que podría traducirse en fallos en el control y un aumento de las 
aplicaciones insecticidas. Sin embargo, existe una tendencia en los mercados 
nacionales e internacionales de una demanda creciente de fruta fresca libre de 
insecticidas y por consiguiente un incremento de la utilización de métodos de 
lucha respetuosos con el medio ambiente y con la salud humana, como el 
control autocida o Técnica del Insecto Estéril (TIE). Los programas TIE contra la 
mosca mediterránea de la fruta se están implementando en diferentes partes del 
mundo (Linquist, 2000; Hendrichs et al., 2002) como método de prevención, 
supresión o erradicación. En 2003 en la Comunidad Valenciana se puso en 
marcha un programa piloto de lucha autocida contra C. capitata (Primo-Millo et 
al., 2003). El éxito de estos programas depende en gran medida de la 
efectividad de acoplamiento de los machos estériles liberados. En este sentido, 
es necesario mejorar aquellos factores que puedan incidir en la calidad de los 
adultos estériles liberados tales como alimentación, dosis de irradiación, así 
como los métodos de estimación de acoplamientos o en la frecuencia de 
liberación, etc. Por ello, un mejor conocimiento de estos parámetros permitiría 
aumentar la efectividad de la técnica. 
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1.1 Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: 
Tephritidae) 
1.1.1 Clasificación taxonómica 
De acuerdo con Richards y Davies (1984), la clasificación taxonómica es la 
siguiente:  
 Clase: Insecta  
 Orden: Diptera 
 Suborden: Brachycera 
 Familia: Tephritidae (= Trypetidae) 
 Género: Ceratitis  
 Especie: capitata 
1.1.2 Descripción 
Ceratitis capitata Wiedemann presenta una metamorfosis completa u 
holometábola. Su ciclo biológico presenta cuatro fases de desarrollo: huevo, 
larva, pupa y adulto. 
El huevo es blanco, alargado y ligeramente curvado, con un tamaño medio de 
1 x 0,2 mm. La superficie lisa a simple vista presenta una micro-retícula de 
malla hexagonal.  
La larva es alargada, ápoda, de color blanco, blanco-amarillento, afilada en la 
parte anterior y truncada posteriormente. La larva de C. capitata pasa por tres 
estadíos larvarios (L1, L2 y L3), que se diferencian entre sí por el tamaño y 
principalmente por el grado de desarrollo del aparato bucal. La vida larvaria se 
prolonga durante 6-11 días en condiciones favorables. 
La pupa tiene forma de barril con la superficie lisa y que vira de color blanco a 
marrón (Figura 1.1). Cuando el imago del interior del pupario está listo para 
emerger (a los 6-15 días, en función de las condiciones ambientales), evagina y 
distiende el ptilino (Figura 1.2) de forma que empuja el extremo anterior del 
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pupario que se abre transversalmente por uno de los extremos permitiendo su 
emergencia e impulsando a la mosca a través del suelo (Richards y Davies, 
1984). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1: De izquierda a derecha: Larva a punto de pupar, 
pupa inmadura, pupa madura (1 día antes de la emergencia 
del adulto). 
Figura 1.2: Emergencia adulto. 
Ruptura de la pupa, detalle del 
ptilino. 
El adulto es pequeño, de entre 4 y 5 mm de longitud. La cabeza es de color 
amarillo con una franja parduzca entre los ojos. Los ojos son de color rojo 
púrpura con irisaciones verde-azuladas. La zona dorsal del tórax es de color gris 
plateado con manchas negras irregulares y con largos pelos laterales y 
posteriores, mientras que la parte ventral y lateral es amarillenta. Las alas son 
irisadas, con varias manchas grisáceas, amarillas y negras. El abdomen, 
también de color amarillo parduzco presenta dos franjas transversales grises en 
la zona dorsal. Las hembras poseen un oviscapto muy puntiagudo y retráctil que 
confiere una forma característica al abdomen (Figura 1.3). Los machos se 
diferencian muy bien de las hembras por la forma más redondeada del 
abdomen, y por la presencia en la cabeza de dos quetas orbitales que terminan 
en una paleta romboide de color negro, carácter que los diferencia del resto de 
las especies de tefrítidos de importancia agrícola (Figura 1.4). 
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Figura 1.3: Adulto hembra de C. capitata.  Figura 1.4: Adulto macho de C. capitata. 
1.1.3 Origen y distribución geográfica 
Es originaria de la costa occidental de África, desde donde se ha extendido a 
otras zonas templadas, subtropicales y tropicales de los dos hemisferios. A 
pesar de su origen africano, se denomina mosca mediterránea de la fruta, ya 
que en los países mediterráneos es donde su incidencia económica se ha 
hecho más patente, afectando a numerosos cultivos, sobre todo cítricos y 
frutales de hueso y de pepita. La mosca mediterránea de la fruta ataca a más de 
250 especies de frutales y hortícolas, entre ellas los cítricos (Liquido et al., 
1991). Esta gran polifagia y su alta adaptabilidad explican el que haya 
colonizado con tanto éxito diversas regiones templadas del mundo 
(Papadopoulos et al., 1996). C. capitata se ha convertido en una auténtica plaga 
en las zonas tropicales, subtropicales y mediterráneas; de hecho, afecta a todos 
los países de la franja mediterránea y está extendida en Asia (India), Sudáfrica, 
América e incluso en Australia (Hagen et al., 1981; Fimiani, 1989; Fletcher, 
1989; Robinson y Hooper, 1989; Steck et al., 1996; Davies et al., 1999) (Figura 
1.5). 
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Figura 1.5: Mapa de distribución mundial de C. capitata (EPPO, 2006). 
C. capitata se distribuye por toda la geografía española, incluyendo las islas 
Baleares y Canarias. Su presencia en la península es más abundante en la 
zona sur y regiones mediterráneas, alcanzando condiciones óptimas en las 
regiones situadas más hacia el interior, y está presente en todas las zonas 
citrícolas.  
1.1.4 Ciclo biológico y ecología 
En condiciones normales, el ciclo biológico de C. capitata tiene una duración de 
menos de un mes pero puede alcanzar los 2-3 meses (Christenson y Foote, 
1960), dependiendo de la temperatura. Su actividad queda reducida en invierno, 
pues con temperaturas de 10 a 15ºC no realiza la oviposición (Bodenheimer, 
1951; Gómez-Clemente y Planes, 1952). Aunque la reinvasión anual desde 
regiones templadas es un hecho comprobado, algunas evidencias sugieren que 
C. capitata está establecida de forma permanente en muchas de estas áreas 
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templadas y que parece superar las frías temperaturas del invierno como larva 
dentro de los frutos que permanecen en los árboles durante el invierno 
(Papadopoulos et al., 1996). 
La duración de la fase de huevo puede variar de 2 a 7 días en verano y de 20 a 
30 en invierno (Aluja, 1993). La fase de larva dura entre 6 y 50 días (McDonald 
y McInnis, 1985) y la fase de pupa, entre 6 y 60 días (Weems, 1981). La fase de 
adulto varía desde unos pocos días hasta 6-7 meses, incluso más de un año 
(Weems, 1981), aunque más de la mitad de las moscas suelen morir antes de 
dos meses (Bodenheimer, 1951). 
La hembra de C. capitata puede depositar 22 huevos por día (Weems, 1981) y 
entre 300 y 800 en todo el periodo reproductivo (Weems, 1981; Aluja, 1993). El 
número de huevos en cada puesta oscila entre 1 y 14 (McDonald y McInnis, 
1985); éstos son introducidos a una profundidad de 1-4 mm por debajo de la 
superficie del fruto (Bodenheimer, 1951). Tras la eclosión del huevo, las larvas 
empiezan a alimentarse y a formar túneles dentro de la fruta. Una vez alcanzado 
el tercer estadío, la larva abandona la fruta para pupar enterrada en el suelo. En 
estado adulto, C. capitata se alimenta de secreciones de melaza de insectos 
homópteros, de las secreciones glandulares de las plantas, de néctar, del jugo 
de los frutos (Christenson y Foote, 1960; Bateman, 1972; Drew et al., 1983), y 
de secreciones en hojas y brotes (Craig, 1960) ya que necesitan una dieta rica 
en aminoácidos para alcanzar la madurez sexual. 
En zonas templadas, con inviernos fríos y sin frutos maduros desde otoño a 
primavera, C. capitata presenta de 3 a 4 generaciones anuales, elevándose a 
7 u 8 generaciones en zonas con temperaturas mínimas invernales por encima 
de 0ºC (Ruiz-Castro, 1945). Sin embargo, en condiciones óptimas puede incluso 
superar las 12 generaciones anuales (Aluja, 1993). 
El momento de la aparición de las primeras moscas en vuelo depende de las 
condiciones climáticas de cada zona. En el mediterráneo español suelen 
aparecer a finales del mes de mayo, aunque en las zonas montañosas más 
frías, el ciclo se acorta: comienza a finales de junio y acaba a principios o a 
mediados de noviembre. Estas fluctuaciones a corto y largo plazo podrían 
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deberse a factores ambientales como la temperatura, la humedad y 
disponibilidad del huésped (Bateman, 1972; Harris, 1993). 
El cambio varietal de los cítricos y de las especies cultivadas ha variado 
considerablemente desde hace 40 años, encontrándose multitud de variedades 
de mandarina que maduran en septiembre y octubre (Marisol, Clausellina, 
Okitsu, etc.) que son mucho más sensibles al ataque de la mosca que las 
variedades de naranja temprana (Castañera, 2003a). En las zonas valencianas, 
C. capitata evoluciona sobre distintos frutos según su época de maduración, 
siendo por lo general, como sigue: naranjas tardías, albaricoques, melocotones, 
con su serie de tempranos, de media estación y tardíos, peras, manzanas, higos 
y por último, las naranjas tempranas, con preferencia por las que primero 
maduran (Gómez-Clemente, 1948). 
En otras zonas mediterráneas, el orden de detección en frutos es semejante, 
sirviendo los albaricoques, las manzanas y otros frutos de pepita como eslabón 
para las infestaciones de octubre-noviembre, y como refugio de las larvas 
invernantes (Papadopoulos et al., 2001). 
1.1.5 Daños e importancia económica 
La picadura que efectúa la hembra en la oviposición produce un pequeño orificio 
en la superficie del fruto, que forma a su alrededor una mácula amarilla en 
naranjas y mandarinas (Figura 1.6) y de color castaño en melocotones. La 
herida es vía de entrada de microorganismos que provocan la podredumbre del 
fruto. Además, las larvas se introducen en la pulpa, produciendo una serie de 
galerías que favorecen los procesos de oxidación y maduración prematura que 
da lugar a la caída del fruto. 
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Figura 1.6: Daño producido por la picadura de C. capitata en naranja. 
La enorme importancia económica y social de la mosca mediterránea de la fruta 
en nuestro país está relacionada con la gran importancia socio-económica de 
los cítricos en el sector agrario español. España es el mayor productor de 
cítricos de la Unión Europea con cerca de 6,3 millones de Tm de producción en 
unas 271.000 ha, y el primer país exportador a nivel mundial ya que USA y 
Brasil, que ocupan los primeros lugares en cuanto a producción, destinan un 
escaso porcentaje a la exportación (Anónimo, 2004). En los últimos años, la 
expansión del cultivo de variedades extra-tempranas de cítricos, 
extremadamente sensibles al ataque de la mosca mediterránea de la fruta, ha 
generado un incremento significativo de las pérdidas directas. A éstas hay que 
sumar las cuantiosas pérdidas derivadas de la imposición de periodos de 
cuarentena y protocolos de exportación muy restrictivos. En este sentido, cabe 
señalar por su gravedad el bloqueo a la exportación de clementinas españolas 
por parte de Estados Unidos en 2001, que supuso unas pérdidas económicas 
cifradas en unos 300 millones de euros (Castañera, 2003a).  
1.1.6 Métodos de control 
Las estrategias de control contra C. capitata en España se han basado 
principalmente en el seguimiento de la población y en tratamientos terrestres y 
aéreos con insecticidas organofosforados. 
Introducción 
 
 
 11
Sin embargo, existen otros numerosos métodos de control de los cuales se 
destacaran a continuación aquellos considerados en el plan de actuación 
integral para el control de la mosca mediterránea de la fruta en la Comunidad 
Valenciana. Entre estos métodos se incluyen el trampeo masivo, el control 
biológico con la cría y suelta de parasitoides, y ciertas medidas culturales como 
el control de focos (eliminación de frutos o arranque de frutales asilados dentro 
del área citrícola que puedan ser hospedantes de la mosca), la 
quimioesterilización y el control autocida (Castañera, 2003b; Primo-Millo et al., 
2003). 
1.1.6.1 Control químico  
La utilización de insecticidas para el control de la mosca mediterránea de la fruta 
data de principios del siglo XX, empleándose desde 1952 insecticidas 
organofosforados. Entre las décadas de los 60 y 80, el insecticida más utilizado 
era el fentión; siendo reemplazado por el malatión en los 90, cuando España 
empezó a exportar cítricos a Estados Unidos (Lloréns-Climent y Gilabert, 1997) y 
desde entonces ha sido el insecticida más empleado y con más éxito en todo el 
mundo para controlar esta plaga (Viñuela, 1998; Raga y Sato, 2005).  
El control de C. capitata en la Comunidad Valenciana se basa principalmente en 
la utilización de tratamientos terrestres y aéreos (dirigidos a los adultos). Los 
tratamientos aéreos se realizan mediante pulverización-cebo en los que se 
utiliza como materia activa el malatión y como atrayentes proteínas hidrolizadas 
(Primo-Millo et al., 2003), con una aplicación variable (5-10 tratamientos) durante 
el periodo de maduración de los frutos.  
La alta presión de selección que se está ejerciendo sobre las poblaciones de 
C. capitata como consecuencia de los frecuentes tratamientos con malatión-
cebo ha dado lugar a la aparición de poblaciones resistentes (Ortego et al., 
2005).  
La decisión de la no inclusión del malatión en el Anejo 1 de la Directiva 
91/414/CEE que regula el proceso de revisión de productos fitosanitarios, podría 
limitar la comercialización y utilización de este insecticida a corto plazo. Por lo 
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tanto, es necesario desarrollar estrategias ecológicamente aceptables para el 
control de C. capitata. 
1.1.6.2 Trampeo masivo  
El trampeo masivo consiste en la utilización de trampas cebadas con un 
atrayente con el fin de capturar el mayor número de individuos de C. capitata y 
reducir así los niveles poblacionales. Estas trampas se pueden utilizar además 
para monitorización de las poblaciones de C. capitata, en el caso de trampeo 
masivo se suelen colocar 50 trampas/ha, mientras que para la red de 
monitorización, 1 trampa/ha (R. Argilés, comunicación personal). 
Como recipiente o sistema de captura suelen emplearse mosqueros (McPhail, 
Tephri-trap, Nadel, Jackson, entre otros), o bien sustancias pegajosas que 
atrapan a los adultos. Los atrayentes han evolucionado desde las proteínas o 
sustancias azucaradas hasta atrayentes más manejables y eficaces como por 
ejemplo el Tripack® que consiste en una mezcla de acetato amónico, 
trimetilamina y putrescina (Heath et al., 1997) y que ha demostrado ser más 
eficaz en las capturas de machos y hembras que las proteínas hidrolizadas 
(Katsoyannos et al., 1999a).  
El trampeo masivo utilizando estas sustancias ha dado buenos resultados en 
cítricos y frutales como naranjas, clementinas, melocotones (Sastre et al., 1999), 
chirimoyos (Ros et al., 1999) y otros.  
En la Comunidad Valenciana, se está utilizando el trampeo masivo en áreas que 
requieren una especial protección, ya sea por su alta densidad de variedades de 
cítricos extra-tempranas, por ser inaccesibles mediante los tratamientos 
convencionales a base de insecticidas, debido a su situación o a su alto valor 
ecológico, por encontrarse cerca de áreas urbanas, o por tratarse de frutales 
aislados (Primo- Millo et al., 2003).  
Sin embargo, su alto coste lo convierte en un método de control no viable a gran 
escala, por lo que su utilización está limitada a zonas concretas. 
Introducción 
 
 
 13
1.1.6.3 Control biológico 
El control biológico clásico de la mosca mediterránea de la fruta consistente en 
sueltas inundativas de parasitoides ha sido desarrollado y aplicado en campo en 
varios países, y en algunos casos, ha alcanzado un gran éxito en el control de 
esta plaga. Los mayores éxitos se lograron en Hawai en los años 50 con la 
introducción de Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) y Diachasmimorpha 
tryoni (Cameron), obteniéndose reducciones importantes de las poblaciones de 
C. capitata (Wong et al., 1984).  
En España, en los años 30, se intentó el control biológico de C. capitata 
mediante la importación de dos especies de bracónidos (Hymenoptera, 
Braconidae), Opius humilis (Silvestri) y D. tryoni, sin embargo, no se consiguió 
su establecimiento debido entre otras cosas al fracaso de la cría de los 
parasitoides en el laboratorio (Gómez-Clemente, 1932, 1934). Posteriormente, 
en 1960 se introdujo el himenóptero eulófido Tetrastichus giffardianus (Silvestri) 
en Tenerife, especie que parece establecida pero de la que no se ha 
determinado su verdadera efectividad en el control de la mosca mediterránea de 
la fruta (Moner et al., 1988). 
En el año 2002, se importaron dos especies de bracónidos parasitoides, 
D. tryoni, parasitoide de larvas, y Fopius arisanus (Sonan), parasitoide de 
huevos (Castañera, 2003b). D. tryoni, nativo de Australia, fue introducido en 
Hawai hacia 1910, y rápidamente contribuyó a la reducción de las poblaciones 
de C. capitata, mientras que, F. arisanus, nativo del sur asiático ha sido 
introducido en diferentes regiones tropicales como Hawai, Florida, Australia, 
Costa Rica, las islas Fidji o Italia (Snowball y Lukins, 1966; Purcell, 1998; Calvitti 
et al., 2002). Con estas dos especies se han llevado a cabo ensayos en 
laboratorio y en semi-campo para poder determinar su potencial como agentes 
de control en España (Beitia et al., 2007), aunque su capacidad de adaptación a 
nuestras condiciones no está todavía determinada.  
Una segunda aproximación para el control biológico incluye la identificación y 
conservación de depredadores polífagos de C. capitata. Los depredadores 
locales y parasitoides son componentes de los agro-ecosistemas que pueden 
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contribuir también a la reducción de las poblaciones de C. capitata. Como 
depredadores de larvas y pupas de moscas de la fruta se han citado hormigas, 
carábidos, estafilínidos y arañas (Eskafi y Kolbe, 1990; Galli y Rampazo, 1996; 
Urbaneja et al., 2006), y en concreto sobre C. capitata son pocos los estudios 
que hayan evaluado el impacto de los depredadores sobre esta especie 
(Debouzie, 1989). Un estudio reciente (Urbaneja et al., 2006) ha demostrado el 
papel importante de las hormigas para el control de C. capitata en campos de 
cítricos en España. 
1.1.6.4 Quimioesterilización 
Otra estrategia de control es la utilización de reguladores del crecimiento (IGR, 
del inglés, Insect Growth Regulators) que han demostrado tener un gran 
potencial como insecticidas alternativos debido a su capacidad esterilizante de 
los adultos de C. capitata (Casaña-Giner et al., 1999). En un programa piloto 
desarrollado durante los últimos 4 años, en una superficie de 3.600 ha en 
Valencia se demostró que la aplicación del quimioesterilizante lufenurón 
mediante su incorporación a un cebo atrayente con difusor de liberación lenta 
reducía significativamente la población de C. capitata (Navarro-Llopis et al., 
2004, 2006). La comparación de estos resultados con los obtenidos en otras 
parcelas en las que se realizaron tratamientos aéreos con malatión, indicaron 
que la quimioesterilización resulta más efectiva a partir del primer año de 
aplicación, y que además esta eficacia es cada vez mayor cuando se repiten en 
años sucesivos los tratamientos con trampas quimioesterilizantes (Navarro-
Llopis et al., 2007). Además, esta técnica presenta una analogía con la técnica 
del insecto estéril, debido al principio de esterilización en la que se basa, y por lo 
tanto podría utilizarse como apoyo al control autocida, puesto en marcha 
recientemente en la Comunidad Valenciana. 
1.1.6.5 Control autocida o Técnica del Insecto Estéril 
El control autocida o Técnica del Insecto Estéril (TIE) se basa en la liberación en 
la naturaleza de machos estériles de la especie que se quiere combatir, con el 
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objetivo de reducir al mínimo su descendencia. Esta reducción se produce al no 
obtener progenie viable tras el acoplamiento de hembras salvajes con los 
machos estériles que se liberan. Estos machos son estériles porque acumulan 
en el genoma de su esperma mutaciones letales dominantes inducidas por la 
irradiación (rayos X o rayos gamma) a la que son sometidos, que reducen la 
viabilidad de la progenie generada. 
Las bases conceptuales de la TIE se desarrollaron en los años 30 (Knipling, 
1955) aunque se aplicaron a una escala significativa en los 50. El ejemplo más 
conocido de éxito de esta técnica se obtuvo en 1954 con el gusano barrenador 
del ganado Cochliomyia hominivorax (Coquerel), el cual, tras 6 meses de 
liberación de machos estériles, se eliminó completamente en la isla de Curaçao 
(Antillas Holandesas) (Baumhover et al., 1955; Knipling, 1960). A raíz del éxito 
con esta plaga, la técnica fue aplicada a otras muchas especies (Dyck et al., 
2005) y se han obtenido resultados exitosos con plagas como C. capitata, 
Bactrocera cucurbitae (Coquillett), Pectinophora gossypiella (Saunders), Cydia 
pomonella (Linnaeus), o Glossina austeni (Newstead) (Tan, 2000; Wyss, 2000; 
Hendrichs et al., 2005; Klassen y Curtis, 2005). 
Además, esta técnica se ha aplicado en todo el mundo en combinación con otros 
métodos integrados de control en más de 20 programas para el control de las 
moscas de la fruta, ya sea para su erradicación, supresión, mantenimiento, 
prevención, o combinación de alguna de estas estrategias (Enkerlin, 2005).  
En España, la lucha autocida contra C. capitata se utilizó por primera vez en 
Tenerife, Murcia y Granada (Mellado, 1971; Mellado et al., 1974) durante la 
década de los 60 y principios de los 70, aunque los resultados que se obtuvieron 
no alentaron su continuación (Moner et al., 1988; Domínguez, 1989). Sin 
embargo, en el 2003 se puso de nuevo en marcha en la Comunidad Valenciana 
un programa piloto de lucha autocida contra C. capitata (Primo-Millo et al., 
2003), con la importación semanal de pupas estériles de C. capitata desde la 
bioplanta KM8 de Mendoza (Argentina) con resultados satisfactorios. 
Actualmente, existe una biofábrica en Caudete de las Fuentes (Valencia) que 
comenzó a funcionar a finales del 2006, y de la cual se han obtenido las 
primeras pupas estériles durante 2007. Esta biofábrica tiene una capacidad de 
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producción de 540 millones de pupas de machos estériles por semana para el 
control de esta plaga en la Comunidad Valenciana (Argilés y Tejedo, 2007). 
Al ser este método de control parte fundamental de la presente Tesis, será 
objeto de un epígrafe independiente.  
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1.2 La Técnica del Insecto Estéril (TIE) 
El concepto en sí de la TIE es sencillo, pero su implementación no lo es tanto. El 
éxito de esta técnica requiere: 1) la capacidad para criar, esterilizar y liberar un 
número suficiente de insectos; y 2) que los machos estériles liberados compitan 
con los salvajes y copulen con las hembras salvajes. Los insectos han de 
soportar y adaptarse a la cría en masa en condiciones artificiales, a la irradiación 
a la que se les somete en estado de pupa, a su manipulación y en muchos 
casos al transporte a diferentes zonas de donde se producen lo que puede 
implicar tratamientos térmicos en condiciones de hipoxia. Además tienen que 
sobrevivir y ser competitivos una vez liberados en campo. En todo programa TIE 
se requiere una buena calidad de los insectos criados en masa; una disminución 
de la calidad se suele compensar con el aumento de los ratios de liberación 
(Dyck et al., 2005). Este aumento se suele combinar con diferentes estrategias 
para el aumento de la competitividad. En este sentido, para un buen 
funcionamiento de la TIE existe consenso de que deben cumplirse una serie de 
requisitos (Tabla 1.1) (Dyck et al., 2005). 
Tabla 1.1: Requisitos para el éxito de la TIE. 
Cría Cría en masa de individuos de alta calidad (control de calidad) 
Esterilidad Dosis correcta de irradiación para esterilidad y comportamiento óptimos 
Liberaciones En toda la zona afectada por la plaga 
Comportamiento Competencia y éxito de los machos estériles con las hembras salvajes 
Coordinación 
Liberaciones en el momento en que la población salvaje sea 
reproductiva 
Ratio TIE 
Liberar en número suficiente para superar el crecimiento natural de la 
población salvaje 
Población cerrada No se produzcan reinvasiones de insectos fértiles 
1.2.1 Cría en masa. Líneas de sexado genético de 
C. capitata 
La efectividad de la TIE aumenta cuando los insectos liberados son 
exclusivamente machos, ya que las hembras estériles no contribuyen a la 
transferencia de esterilidad a la población nativa y además, éstas aumentan las 
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pérdidas económicas por daño en fruto (McInnis et al., 1994; Rendón et al., 
2004). 
La eficacia de la cría en masa para esta técnica ha aumentado 
considerablemente con el desarrollo de líneas de sexado genético GSS (del 
inglés Genetic Sexing Strain). Estas líneas se caracterizan por tener un 
marcador ligado al sexo, que permite la eliminación de las hembras durante el 
periodo de cría masiva. 
Todas las líneas GSS desarrolladas hasta la fecha en C. capitata se caracterizan 
por poseer una mutación que se puede utilizar como marcador para la 
separación entre sexos y una translocación Y-autosoma que hace que la 
mutación sea heredable (Figura 1.7) (Franz y Kerremans 1994; Robinson, 2002). 
En estas líneas, los machos son heterocigotos (fenotipo normal salvaje) y las 
hembras, homocigotas para el marcador seleccionable, expresan la mutación 
permitiendo su separación por sexos. Las translocaciones Y-autosomas se 
produjeron en una línea de referencia con irradiación gamma. Posteriormente, 
tras un rastreo genético y fenotípico se seleccionaron los individuos que 
presentaban la combinación Y-autosoma requerida, es decir, el marcador ligado 
al sexo para poder ser transmitido a las siguientes generaciones. Para 
C. capitata existen diferentes marcadores disponibles, sin embargo no todos 
ellos permiten su utilización a gran escala (Robinson, 2002).  
La primera línea GSS que se empleó para los programas de lucha autocida 
contra C. capitata se desarrolló en 1994 y estaba basada en la mutación wp (del 
inglés white pupae) (Rössler, 1979), que se utiliza como marcador visible y está 
ligada al color que se expresa en la fase de pupa (pupas macho de color marrón 
y pupas hembra blancas) y en la translocación T(Y;5)101 (Robinson y Van 
Heemert, 1982) (Figura 1.7).  
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Figura 1.7: Pupas de C. capitata de la línea Vienna tsl. Pupas blancas: hembras; pupas marrones: 
machos. El color rosa se debe al tinte Dayglo® pink (Dayglo RPM Co. Cleveland, OH, USA). 
Sin embargo, el gran avance se produce con el descubrimiento de la mutación 
tsl (temperature sensitive lethal) (Robinson et al., 1999) que permite la 
eliminación de las hembras en estado de huevo, mediante el aumento de la 
temperatura de incubación de los huevos a 34ºC durante 24 horas (Cáceres et 
al., 2000; Fisher y Cáceres, 2000) (Figura 1.8).  
 
 
 
 
 
Figura 1.8: Estructura básica de las líneas GSS que llevan una translocación Y-autosoma que liga 
los alelos salvajes del marcador white pupae (wp) y temperature sentitive lethal (tsl) al cromosoma 
Y. Y-A: translocación del fragmento que lleva el centrómero autosómico Y; A-Y: translocación 
recíproca del fragmento que lleva el centrómero autosómico; X: cromosoma X; A: autosoma. Franz, 
2002.  
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Aunque los costes de producción son similares para las líneas tsl como para las 
bisexuales (Cáceres, 2002), el coste del marcaje, de la irradiación, del transporte 
y de la liberación de los individuos tsl es considerablemente menor (Franz, 
2005). Además, estas líneas de sexado genético son estables cuando se crían 
en masa y la liberación exclusiva de machos evita los daños causados por la 
picadura de las hembras, aumenta la seguridad de la técnica (se previene la 
liberación accidental de hembras) y simplifica las tareas de monitorización (con 
la utilización de atrayentes para hembras sólo se capturarán hembras salvajes).  
1.2.2.1 Obtención de líneas Vienna 7 tsl y Vienna 8 tsl  
Para poder aumentar la estabilidad de las líneas GSS es necesario conocer la 
posición del punto de ruptura de la translocación y la posición de los 
marcadores de selección y además, para determinar la estructura y el 
comportamiento genético de las translocaciones, es imprescindible conocer al 
menos una mutación por cromosoma.  
Existen dos estrategias principales para aumentar la estabilidad de estas líneas; 
por un lado, seleccionar las líneas donde el marcador y el punto de ruptura 
estén muy próximos (para limitar la producción de recombinantes) y, por otro 
lado, introducir inversiones entre estas dos regiones (que harán que los 
recombinantes sean inviables si la recombinación se produce dentro de la 
región de la inversión). 
La obtención de las líneas Vienna 7 tsl y Vienna 8 tsl se realizó en diferentes 
etapas. Mediante la selección de diferentes translocaciones y posteriores 
análisis, se seleccionaron 3 líneas: la T(Y;5)1-61 (Vienna 4), la T(Y;5)2-22 
(Vienna 6) y la T(Y;5)3-129 (Vienna 7) que resultaron ser estables. Aún así, 
para mejorar y aumentar esta estabilidad se utilizó la segunda de las 
estrategias, es decir, se seleccionó la inversión D53, que en combinación con la 
translocación T(Y;5)101 dio lugar a la línea conocida como T(Y;5)101-D53, 
Vienna 8 (Figura 1.9). Esta línea ha resultado ser estable a lo largo de más de 
60 generaciones y se está empezando a utilizar en muchas de las biofábricas 
de machos estériles existentes (Franz, 2005). La línea Vienna 7 tsl que se ha 
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estado liberando, hasta hace unos meses, en los ensayos piloto realizados en la 
Comunidad Valenciana ya ha sido reemplazada por la línea Vienna 8 tsl en la 
Biofábrica de Caudete de las Fuentes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.9: Mapa esquemático del cromosoma politénico 5 de C. capitata procedente del células del 
tricogino. Posiciones en el mapa de las mutaciones white (w), yellow body (y) y Sergeant2 (Sr2). Se 
muestra también la posición de los marcadores wp y tsl. Los puntos de ruptura donde se ha 
translocado parte del cromosoma Y en cada una de las líneas GSS están indicados por flechas, 
entre paréntesis se ha indicado el nombre de las líneas resultantes (Vienna 4, 6 y 7). Se señalan 
además los puntos de la inversión D53. C: centrómero. Franz, 2005. 
1.2.2 Esterilización mediante irradiación 
La esterilidad de los insectos adultos es inducida actualmente por la irradiación 
(Bakri et al., 2005a,b).  
1.2.2.1 Dosis de irradiación 
La utilización de los rayos gamma resulta fácil y económica gracias al desarrollo 
de los radio-isótopos artificiales, que producen un mayor volumen de radiación. 
Los isótopos más comúnmente usados como fuentes de rayos gamma son el 
Cobalto-60, con una vida media de 5,3 años y el Cesio-137 con una vida media 
de 30 años. La radiación se mide en el Sistema Internacional (SI) de unidades 
en Grays (Gy) en el cual 1 Gy equivale a 1 Julio (J) de energía absorbida por 
1 Kg de materia (1 Gy= 1 J/Kg). Para asegurar el éxito de un programa TIE, la 
dosis absorbida por los individuos debe ser controlada y cuantificada en todo 
momento. Un aumento de la dosis de irradiación produce un aumento de la 
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esterilidad, sin embargo, también afecta a la calidad y competitividad del adulto 
(Calkins y Parker, 2005; Lance y McInnis, 2005). En la mayoría de las 
ocasiones, si se tiene en cuenta el balance de irradiación-esterilización-
competitividad, la esterilización total de los individuos no es la más conveniente 
(Dyck et al., 2005).  
La dosis de irradiación esterilizante varía de forma considerable para cada orden 
de insectos, y para cada familia, género o especie (Dyck et al., 2005; The 
International Database on Insect Desinfestation and Sterilization of IDIDAS, 
http:www-ididas.iaea.org/IDIDAS/start.htm). Dentro de los dípteros, la dosis varía 
desde 20 Gy hasta 160 Gy (Dyck et al., 2005). Por familias, Drosophilidae y 
Agromyzidae son las más resistentes a la radiación, mientras que Tachinidae es 
la más sensible. La familia Tephritidae, la más numerosa de este grupo que 
utiliza la TIE, necesita de media 63 Gy para la esterilización de los individuos. En 
general, los tefrítidos son relativamente homogéneos en cuanto a dosis de 
irradiación; se requiere menos de 100 Gy para completar la esterilización de los 
géneros más importantes (Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Dacus y 
Rhagoletis). Sin embargo, en la mayoría de los programas TIE contra C. capitata 
se utilizan dosis superiores (entre 100 y 150 Gy) (Dyck et al., 2005).  
1.2.2.2 Efecto de la irradiación sobre la fisiología 
digestiva y longevidad de los adultos 
La irradiación provoca, en el material biológico, la producción de radicales libres 
y roturas en los cromosomas. Las roturas de los cromosomas en la línea 
germinal, darán lugar a mutaciones dominantes letales en los huevos y en el 
esperma (La Chance, 1967; Curtis, 1971). 
Con el fin de maximizar el daño genético producido con la radiación sobre el 
esperma maduro y minimizar los efectos somáticos, los machos adultos deben 
ser irradiados lo más tarde posible, cuando el insecto ya esté totalmente 
diferenciado (Robinson, 2002). En general, los insectos holometábolos son 
irradiados en forma de pupa aprovechando que en este estado los insectos son 
fácilmente manipulables y tolerantes a las radiaciones. La tolerancia se 
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incrementa con la edad de la pupa lo que permite provocar la esterilización del 
insecto sin que se afecten apreciablemente otras condiciones del adulto. En 
general es preferible que la capacidad de formación del esperma no sea 
alterada, salvo que el acto de cópula en sí sea suficiente para que la hembra no 
acepte otras cópulas.  
La esterilidad mediante la irradiación se debe sobre todo al daño provocado 
sobre las células germinales, células mitóticamente activas muy sensibles a la 
radiación. En el caso de la TIE, la aplicación de la radiación sobre un insecto 
puede hacer que éste se convierta en un insecto reproductivamente estéril, 
debido al daño provocado en las células madre y en las gónadas, causando 
concretamente la fragmentación cromosómica en las células germinales 
(mutaciones dominantes letales, translocaciones, y aberraciones cromosómicas) 
que darán lugar a la producción de gametos desapareados. Este 
desapareamiento gamético es el responsable de que no se produzca 
correctamente la mitosis y por lo tanto se produzca la muerte de los huevos 
fertilizados o de los embriones (Klassen, 2005). 
No hay que olvidar que la radiación afecta también a las células somáticas, 
aunque su efecto es menor ya que son células diferenciadas que han perdido la 
capacidad de división. El aumento de las dosis de radiación podría provocar una 
disminución de la absorción de nutrientes y por lo tanto un desarrollo anormal 
del individuo, una reducción de la longevidad, de la habilidad de vuelo y de la 
competencia sexual, desencadenando finalmente la muerte del individuo. 
En los insectos adultos, las células madre del tubo digestivo medio, en continua 
división mitótica, son particularmente sensibles a la radiación. Esta radiación 
ionizante podría provocar en ciertas especies una disminución de la longevidad y 
una alta mortalidad (Sakurai et al., 2000). Por consiguiente, se han realizado 
trabajos con diferentes insectos de cara a establecer el efecto de la irradiación 
sobre las proteasas y otras enzimas digestivas (Buscarlet et al., 1986; Stiles et 
al., 1991; Boshra, 2007). Algunos insectos como Ephestia cautella (Walker) ven 
reducido su crecimiento y fecundidad cuando son expuestos a la radiación. 
Además, ciertas actividades enzimáticas como la de las proteasas, amilasas e 
invertasas también sufren una reducción con respecto a los controles (Boshra, 
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2007). Sin embargo, el éxito de la esterilización de ciertas especies podría 
indicar que esta irradiación no afecta de manera drástica a las células epiteliales 
del tubo digestivo ya que se debe producir un reemplazo celular, o que esta 
irradiación no es suficiente para producir una disminución de la viabilidad 
(Riemann y Flint, 1967).  
La frecuencia de las liberaciones de insectos estériles depende de cada especie, 
y varía en función de la longevidad media de cada especie. La supervivencia de 
los machos estériles en campo y su longevidad son factores clave para el éxito 
de la TIE y, en general, suele ser inferior a la de los machos salvajes (Lance y 
McInnis, 2005) debido a las condiciones de cría en masa, a la genética de las 
líneas estériles, a la esterilización o a los procesos de manipulación antes de las 
liberaciones. Los insectos estériles pueden estar menos adaptados a las 
condiciones de campo y ser objeto de depredación (Hendrichs y Hendrichs, 
1990) por lo tanto, es conveniente aumentar la frecuencia y proporción de 
machos estériles liberados. 
1.2.3 Competencia sexual 
El comportamiento sexual de C. capitata se caracteriza por un complejo sistema 
de acoplamiento basado en leks (Lance y McInnis, 2005). Un lek es un área 
común de exhibición donde los machos se congregan con el propósito de atraer 
y cortejar a las hembras y a los cuales las hembras acuden a aparearse 
(Prokopy y Roitberg, 1984). En este sistema de apareamiento, los machos 
producen una gran cantidad de señales sexuales utilizando diferentes tácticas 
(visuales, acústicas y olfativas) y las hembras muestran un alto grado de 
selección en función del rendimiento del cortejo (Whittier et al., 1992, 1994). 
Yuval et al. (2002) resumen la secuencia de eventos que rigen el acoplamiento y 
que finalizan en la fertilización de los huevos, desde el punto de vista del macho, 
como una carrera de obstáculos, donde la altura de cada uno de ellos viene 
determinada por los umbrales nutricionales, la competición intra-sexual o la 
elección de la hembra. En concreto definen 7 etapas que son fundamentales en 
el éxito de la fertilización de un huevo: elección de un lek, emisión de feromona, 
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cortejo, cópula, transferencia de esperma y almacenaje, fertilización de huevos y 
prevención o retraso de reacoples en las hembras. 
Los procedimientos inherentes a los programas TIE (cría en masa, alimentación, 
transporte y liberación) ofrecen una reducción de la competencia sexual de estos 
machos con respecto a los salvajes, por lo que se están estudiando 
continuamente diferentes factores que puedan aumentar dicha competencia.  
En este sentido, cabe destacar los estudios centrados en la modificación de dos 
parámetros de la cría masiva, que han demostrado un significativo aumento de 
la competencia sexual de los machos estériles. Estos parámetros son la 
modificación de la dieta de los machos estériles en los días previos a la 
liberación con la adición de proteína y la utilización de aromaterapia con distintos 
aceites esenciales, sobre todo el de jengibre.  
1.2.3.1 Competencia sexual y alimentación 
En algunas especies de insectos (p.e. en muchos tricópteros y lepidópteros) el 
éxito reproductivo está directamente ligado a su desarrollo larvario, es decir, que 
depende de la adquisición y almacenamiento de energía durante este estado. La 
alimentación en estado larvario es crítica y puede afectar negativamente al éxito 
reproductivo a posteriori (Flecker et al., 1988; Bisoondath y Wiklund, 1997). En 
otras especies, por el contrario, el éxito reproductivo depende en su mayor parte 
de la capacidad del adulto de encontrar y alimentarse de nutrientes que 
favorezcan su reproducción (Yuval et al., 1994; Droney y Hock, 1998). Los 
adultos de estas especies reparten su tiempo entre la búsqueda de nutrientes y 
la reproducción. Una alimentación sub-óptima durante la etapa larvaria no 
implicará necesariamente una baja reproducción, ya que una adecuada 
alimentación en la fase adulta podría mejorar su baja capacidad de 
reproducción. C. capitata pertenece a este último grupo, ya que aunque la 
calidad del adulto, su tamaño, y fecundidad se vean condicionados por el 
huésped donde se desarrolle la larva (Krainacker et al., 1987; Hendrichs et al., 
1991), los adultos invierten gran parte de su tiempo buscando fuentes de 
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azúcares y proteínas (Hendrichs y Hendrichs, 1990; Hendrichs et al., 1991; 
Warburg y Yuval, 1997a,b), componentes esenciales para el éxito reproductivo.  
Numerosos estudios en laboratorio y en campo han demostrado que la ingestión 
de proteínas los días siguientes a la emergencia de los adultos resulta en una 
mayor competencia sexual de los machos, mejorando su capacidad para unirse 
a los leks, copular e inseminar a las hembras (Blay y Yuval, 1997; Papadopoulos 
et al., 1998; Taylor y Yuval, 1999; Kaspi et al., 2000; Shelly et al., 2002a). Sin 
embargo, en las biofábricas de machos estériles, los adultos recién emergidos 
son alimentados durante 3-4 días (hasta el día de la liberación) únicamente a 
base de azúcar en soporte de agar (que les proporciona el agua). Estos machos, 
durante el proceso de transporte y liberación, ven reducida su capacidad 
competitiva y presentan generalmente un éxito de acoplamiento menor que los 
salvajes (Rossler, 1975; Shelly et al., 1994; Lance et al., 2000). Es por ello que 
la mayor parte de las investigaciones en este campo han estado focalizadas 
hacia la biología sexual de esta especie y en concreto se han dirigido a conocer 
qué factores pueden determinar el éxito de acoplamiento de los machos estériles 
(Calkins, 1984; Shelly y Whittier, 1996; Cayol et al., 1999). Entre estos factores 
quizás el más estudiado haya sido la alimentación de los adultos antes de la 
liberación (Yuval et al., 2002). 
Algunos autores han demostrado que para algunas líneas Vienna tsl, la proteína 
es beneficiosa para la mayoría de las etapas del acoplamiento ya que afecta a la 
habilidad para formar leks (Yuval et al., 1998), favorece la emisión de 
feromonas, tanto en condiciones de laboratorio (Papadopoulos et al., 1998), 
como en campo (Shelly et al., 2002a), incita al cortejo de las hembras (Yuval et 
al., 2002), aumenta la capacidad de cópula y su duración (Churchill-Standland et 
al., 1986; Blay y Yuval, 1997; Kaspi et al., 2000), en algunos casos favorece el 
almacenamiento del esperma (Taylor y Yuval, 1999) y hace a los machos más 
apetecibles para las hembras (Blay y Yuval, 1997). Además, se ha demostrado 
también que las hembras que se han acoplado con machos estériles 
alimentados con azúcar y proteína tienden a reacoplarse menos que las que lo 
han hecho previamente con un macho alimentado solo con azúcar (Blay y Yuval, 
1997; Yuval et al., 2002). Aunque estos resultados no se han demostrado en 
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todas las situaciones experimentales (Shelly y Kenelly, 2002), la mayor parte de 
los resultados obtenidos con la adición de proteína a la dieta de los machos 
estériles indican que es un componente importante para la competitividad sexual 
de los machos (Yuval et al., 2002, 2007).  
1.2.3.2 Competencia sexual y aromaterapia  
Algunos compuestos de las plantas parecen tener una gran influencia en el 
comportamiento sexual de algunos tefrítidos, entre los que se incluye 
C. capitata. En concreto, se ha visto que la exposición a ciertos compuestos 
aromáticos aumenta la competencia sexual de los machos (Papadopuolus et al., 
2006). Los datos apuntan a que el sequisterpeno α-copaeno, un potente 
atrayente de los machos de C. capitata (Flath et al., 1994a,b; Nishida et al., 
2000) presente tanto en la piel de la naranja como en el aceite de la raíz de 
jengibre [Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae)] aumenta la competitividad 
sexual de los machos expuestos a dicha sustancia (Shelly, 2001).  
En diferentes ensayos realizados con varias líneas estériles de C. capitata y bajo 
diferentes condiciones ambientales (Shelly et al., 2005) se demostró que la 
exposición de los machos al aroma del aceite de jengibre aumentaba 
considerablemente el éxito de acoplamiento de éstos. Se ha sugerido que el α-
copaeno es el detonador de la formación de leks de los machos de C. capitata 
(Nishida et al., 2000). Los machos aumentan su capacidad competitiva si son 
expuestos a estos aromas el día antes de la liberación en campo, sin necesidad 
de ingerir la sustancia (Papadopuolus et al., 2001), lo que indica que no 
requieren la utilización de esta sustancia química para sintetizar feromonas 
sexuales. Por el contrario, los estudios de comportamiento apuntan a que esta 
sustancia parece incrementar el éxito de acoplamiento aumentando la señal de 
llamada, y no mediante la calidad de la señal (Shelly, 2001; Nishida et al., 2000). 
Esta exposición podría favorecer su motivación por las hembras, y modificar su 
comportamiento volviéndose más insistentes. Sin embargo, la naturaleza de las 
funciones de las feromonas emitidas por el macho para atraer a las hembras se 
desconocen todavía (Ohinata et al., 1977; Baker et al., 1985; McDonald, 1987; 
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Jang et al., 1989, 1994; Levinson et al., 1987; Heath et al., 1991; Landolt et al., 
1992; Flath et al., 1993).  
Esta técnica, conocida como aromaterapia, se está introduciendo en la mayoría 
de los programas de lucha autocida contra C. capitata (Dyck et al., 2005).  
1.2.4 Determinación del éxito de acoplamiento 
Muchos de los índices empleados para cuantificar la compatibilidad sexual entre 
dos poblaciones de insectos se han desarrollado sobre Drosophila melanogaster 
Meigen (Stalker et al., 1942). Estos índices sólo son precisos en condiciones 
controladas de laboratorio (Bateman, 1949; Levene, 1949; Merrell, 1949; Barker, 
1962) y se basan en el cálculo de frecuencias relativas de acoplamientos 
obtenidos entre las líneas utilizadas (en general, una salvaje y la línea objeto de 
estudio) con los que se puede obtener una medida general de los acoplamientos 
que se han producido. Estos índices han sido revisados o adaptados 
posteriormente a los controles de calidad realizados antes de la liberación de los 
machos estériles (Chambers et al., 1983; McInnis et al., 1996; Cayol et al., 
1999), aunque su utilización sigue limitada a condiciones de laboratorio ya que 
sólo bajo estas condiciones se conoce exactamente el número de individuos de 
partida (tanto de machos como de hembras). Fried (1971) describió un método 
para medir la competitividad sexual de los machos estériles, y por lo tanto, la 
competencia sexual, calculando la emergencia de individuos a partir de los 
huevos depositados por las hembras en los frutos en condiciones de campo. 
Este método requiere la colocación de trampas para medir la proporción de 
adultos estériles:fértiles, recoger el fruto picado, encontrar los huevos 
depositados sobre estos frutos y diseccionar los frutos para poder determinar el 
número de huevos eclosionados. En numerosos casos, muestrear la zona de 
aplicación de la TIE para localizar en los frutos los huevos eclosionados se 
convierte en una difícil tarea. Este problema se puede paliar utilizando unas 
esferas de plástico con agar para favorecer la oviposición de las hembras 
(Katsoyannos et al., 1999a,b). Aún así, independientemente del dispositivo de 
puesta (substrato natural o artificial), este método presenta ciertas limitaciones 
más, ya que por un lado se desconoce el número de hembras en la población 
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original, y por otro, los huevos pueden provenir de otras especies de mosca de 
la fruta diferentes a C. capitata. Para poder estimar el número de hembras de la 
población original, su fertilidad, así como las diferentes especies presentes, es 
necesario colocar trampas o dispositivos similares que permitan capturar 
hembras de C. capitata vivas (Iwashashi, 1977). Para estudiar la fertilidad de las 
hembras y determinar si se han acoplado con un macho estéril o salvaje existen 
actualmente dos aproximaciones. La primera de ellas requiere la disección de 
las hembras y el estudio de sus espermatecas para poder determinar la 
presencia de esperma estéril (irradiado) o esperma fértil sin irradiar (McInnis, 
1993; McInnis et al., 1994). La segunda, se obtiene mediante la colocación de 
cada hembra en jaulas individuales con un substrato de oviposición, en el cual 
se mide la puesta de huevos y el patrón de eclosión de huevos (McInnis, 1989; 
Katsoyannos y Hendrichs, 1995). Sin embargo, la aplicación de estos dos 
métodos tiene serias limitaciones por el enorme costo y por la dificultad de 
aplicación a grandes superficies.  
Por ello, y ante la ausencia de métodos rápidos y directos, actualmente los 
programas TIE contra C. capitata se evalúan mayoritariamente de forma 
indirecta a través de la proporción machos estériles:salvajes capturados en 
trampas cebadas con feromonas. 
1.2.5 Edad poblacional y liberaciones  
Para poder comprender la dinámica de poblaciones, la biología y el 
comportamiento de los insectos, es necesario tener información sobre la 
distribución de la edad en una población determinada. En este sentido, estos 
datos permiten optimizar los tratamientos aplicados, ya sean tratamientos 
insecticidas (pulverizados o en trampas con insecticida-cebo) o mediante otras 
técnicas como puede ser la TIE debido a que tanto el comportamiento 
alimenticio como el reproductivo están muy influenciados por la edad. Además, 
esta información también aportaría datos sobre la efectividad de los tratamientos 
aplicados.  
La evolución fisiológica de un individuo pasa por tres estadíos: inmaduro, 
maduro y senescente. Mientras que el primer estadío puede ser 
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cronológicamente muy corto (dependiendo de la especie), los otros dos están 
determinados por la longevidad. La longevidad de un individuo está influenciada 
por el tiempo de vida media de la especie es decir, por factores genéticos, y por 
factores ambientales. El envejecimiento es el conjunto de cambios fisiológicos 
que ocurren en el organismo produciendo un detrimento de sus funciones; es un 
proceso deteriorativo que siempre va ligado al tiempo. Este proceso corresponde 
al cambio gradual que se produce en la estructura y en la función del organismo 
y que conduce a un aumento de la probabilidad de muerte. Las características 
más importantes del envejecimiento engloban un aumento de la mortalidad, una 
disminución fisiológica progresiva, una menor capacidad de adaptación a los 
estímulos externos y un aumento de la susceptibilidad a las enfermedades. En 
este sentido, se ha sugerido que la relación entre el envejecimiento y la 
expresión génica dependiente de la edad se manifiesta por una pérdida de la 
función reguladora en los organismos.  
A pesar de los numerosos trabajos dirigidos al estudio del envejecimiento, este 
tema sigue siendo desconocido. La mayor parte de la investigación en este tema 
se basa en el estudio y conocimiento de sus bases genéticas. Existen cientos de 
explicaciones teóricas sobre los mecanismos implicados en el envejecimiento 
(Medvedev, 1990), sin embargo, la atención en los últimos años se ha centrado 
en algunas de ellas. En concreto, el descubrimiento de una mutación puntual, 
daf-2, en el nematodo Caenorhabditis elegans (Maupas) capaz de doblar su 
longevidad (Kenyon et al., 1993) implicó un cambio en el abordaje del estudio 
del envejecimiento y de la longevidad. Hasta entonces, se pensaba que 
encontrar una simple mutación que afectase significativamente a la longevidad 
era prácticamente imposible (Partridge y Harvey, 1993). Desde entonces, las 
mutaciones en un único gen que aumentan la longevidad son una buena 
herramienta para el estudio de los mecanismos implicados en los procesos de 
envejecimiento y para la determinación de la longevidad. Estudios sobre 
C. elegans han revelado la presencia de docenas de mutaciones que confieren 
fenotipos más longevos (Murakami y Johnson, 1996). Estos mutantes confieren 
información sobre los mecanismos que regulan la longevidad en este organismo, 
y que pueden ser transferidas a otros. En este sentido, D. melanogaster posee 
también propiedades biológicas (alta fecundidad, generaciones cortas, facilidad 
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de cría) que han permitido su utilización para estudios genéticos relacionados 
con la longevidad. Sin embargo, la búsqueda de mutantes o la utilización de 
individuos transgénicos sobre D. melanogaster ha permitido obtener hasta ahora 
sólo un pequeño número de mutantes con fenotipo más longevo (Tabla 1.2). 
Estas mutaciones afectan a diferentes procesos biológicos como el estrés 
oxidativo, la señalización celular o restricciones alimenticias; y están implicadas 
en procesos celulares como los sistemas de reparación de proteínas 
(chaperonas) y los sistemas de mantenimiento de la estructura de la cromatina 
(DPOSH). 
Tabla 1.2: Mutaciones con fenotipo longevo en D. melanogaster. 
Mutación/gen Producto génico 
% incremento 
longevidad 
Tipo de mutación 
Mth G-protein coupled receptor 35 Hipomórfica 
Indy Cotransporter 100 Hipomórfica 
Chico Insulin receptor substrate 48 Nula 
InR Insulin-like receptor 50 Hipomórfica 
Cu/Zn SOD, catalasa Cu/Zn SOD, catalasa 33 Sobreexpresión 
Hsp70 Molecular chaperone 7;9 Sobreexpresión 
Cu/Zn SOD Cu/Zn SOD 48 Sobreexpresión 
DPOSH Scaffold protein 14 Sobreexpresión 
Fuente: Aigaki et al., 2002. 
Sin embargo, es posible que los genes identificados mediante rastreo de 
mutantes o estudios transgénicos no tengan mucho en cuenta las variaciones en 
la senectud, y por tanto en la longevidad de las poblaciones naturales (Hugues 
et al., 2005). 
En este sentido, la investigación dirigida a la determinación de la edad de los 
adultos de la familia de los tefrítidos ha sido extremadamente limitada (Tomic-
Carruthers et al., 1996, 2002). Con respecto a C. capitata, la longevidad ha sido 
un factor ampliamente estudiado, sobre todo en relación con parámetros 
biológicos como la fecundidad, el acoplamiento o la fertilidad (Carey, 2003). Aún 
así, poco se conoce sobre la base genética del envejecimiento o sobre la 
existencia de marcadores moleculares determinantes de la edad en esta 
especie.  
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Estos marcadores permitirían, en función de la estructura de edad de la 
población de C. capitata, ayudar en la toma de decisiones sobre la frecuencia de 
liberación de machos estériles. 
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1.3 Objetivos 
La aplicación con éxito de un programa de lucha autocida contra C. capitata 
depende de los muchos y complejos factores mencionados. En este contexto la 
presente Tesis pretende contribuir a la mejora de alguno de ellos mediante los 
siguientes objetivos: 
 
1. Determinar el efecto de la irradiación gamma sobre la fisiología digestiva 
de los machos estériles de C. capitata y sobre su longevidad. 
2. Determinar el efecto de factores nutricionales y de la aromaterapia en la 
longevidad de los machos estériles de C. capitata.  
3. Desarrollar un método molecular que permita determinar la presencia de 
esperma de macho estéril en hembras salvajes de C. capitata. 
4. Identificar genes como posibles marcadores moleculares de madurez 
sexual en C. capitata. 
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Las dosis de irradiación utilizadas en la TIE pueden variar en función de la especie 
que se quiere esterilizar y en función de las zonas donde se aplique (Bakri et al., 
2005a).  
El efecto de la irradiación en la mosca mediterránea de la fruta ha sido estudiado 
exhaustivamente para parámetros de control de calidad que incluyen la 
emergencia, longevidad, eficacia de acoplamiento y dispersión (Holbrook y 
Fujimoto, 1970; Zumreoglu et al., 1979; Wong et al., 1982; Barry et al., 2002, 
2003a). Todos estos estudios sugieren que aunque los machos irradiados 
compitan con los salvajes por las hembras, están en desventaja con respecto a los 
salvajes (Shelly et al., 1994; Lance et al., 2000; Barry et al., 2003a). Por lo tanto, 
es necesario continuar estudiando la manera de mejorar la competencia sexual de 
los machos irradiados que se utilizan en los programas TIE.  
Un factor determinante para el pleno desarrollo de los machos es la disponibilidad 
de proteína en la naturaleza ya que el aporte de aminoácidos a la dieta es 
necesario para su desarrollo fisiológico y éxito reproductivo (Shelly et al., 2002a; 
Nestel et al., 2004). La adición de proteína en la dieta de los adultos recién 
emergidos parece ser beneficiosa en lo que respecta a la competencia sexual 
entre machos salvajes (Kaspi et al., 2000; Shelly et al., 2002a; Shelly y Kennelly, 
2002; Yuval et al., 2002) o machos procedentes de cría masiva (Kaspi y Yuval, 
2000; Shelly y Kennelly, 2002). Sin embargo, parece no tener efecto en el éxito de 
acoplamiento de los machos de algunas líneas criadas en masa (Shelly y 
Kennelly, 2002; Shelly y McInnis, 2003). Se ha sugerido que los machos salvajes 
poseen una flora intestinal natural cuyo crecimiento está directamente relacionado 
con la presencia de proteína y su proliferación, a su vez, podría incrementar los 
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procesos metabólicos implicados en acumulación de reservas necesarias para la 
actividad sexual (Shelly y McInnis, 2003). Por el contrario, el intestino de las 
moscas estériles es incapaz de mantener la flora bacteriana normal (Peloquin et 
al., 2002) y la adición de proteína podría no tener ningún tipo de beneficio en 
dichas moscas (Shelly y McInnis, 2003). Sin embargo, existen otros procesos 
fisiológicos implicados en la asimilación de nutrientes y que no han sido 
considerados, como son las proteasas digestivas que se encargan de hidrolizar las 
proteínas de la dieta, y que podrían estar también influenciados por la irradiación a 
la que son sometidos los machos.  
La mayoría de los aminoácidos ingeridos en la dieta se hallan principalmente en 
forma de proteínas. Los aminoácidos sólo pueden incorporarse a las rutas 
metabólicas en forma libre, por lo que las proteínas ingeridas en la dieta deben ser 
hidrolizadas por proteasas digestivas en el tracto intestinal. Las proteasas son 
enzimas que rompen los enlaces peptídicos de las proteínas. Durante el proceso 
digestivo, las proteínas ingeridas a través de la dieta son hidrolizadas a 
oligómeros, dímeros y finalmente a aminoácidos libres debido a la acción 
secuencial de las proteasas. Cuando éstas actúan sobre los enlaces peptídicos 
internos de las proteínas se llaman endoproteasas, mientras que si lo hacen sobre 
los extremos se conocen como exoproteasas. Las endoproteasas se clasifican en 
base al mecanismo catalítico de su centro activo, encontrándose dentro de este 
grupo las serín proteasas (tripsinas, quimotripsinas y elastasas), cisteín proteasas 
(catepsina B y H), aspartil proteasas (catepsina D) y metaloproteasas. Las 
exoproteasas se clasifican según la especificidad de los sustratos hidrolizados, 
recibiendo el nombre de aminopeptidasas si hidrolizan un aminoácido del extremo 
N-terminal y carboxipeptidasas si el aminoácido pertenece al extremo C-terminal 
(carboxipeptidasas A y B).  
Muchos dípteros del suborden Brachycera estudiados anteriormente poseen 
endoproteasas tanto ácidas (catepsina D) como básicas (tripsinas y 
quimotripsinas), así como exopeptidasas (leucín aminopeptidasas y 
carboxipeptidasas A y B) para la digestión de proteínas (Houseman et al., 1987; 
Lemos y Terra, 1991; Yang et al., 2000). Silva et al. (2006) han descrito 
recientemente que tanto el sistema digestivo de las larvas como los adultos de 
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C. capitata se basa principalmente en serín proteasas aunque posee también una 
pequeña contribución a la digestión de cisteín proteasas y proteasas de tipo 
aspartil. Sin embargo, quitando las actividades tripsina y quimotripsina 
identificadas (Araujo et al., 2005; Silva et al., 2006), la naturaleza y existencia de 
otras proteasas digestivas se desconoce. Estudios histopatológicos han 
demostrado que los machos estériles de C. capitata presentan daños importantes 
en los tejidos epiteliales debidos a la radiación como necrosis en los tejidos, 
apoptosis y daños en el núcleo de las células (Niyazi et al., 2004). En otras 
especies de insectos, los cambios en la ultraestructura del tubo digestivo medio 
tras la radiación ionizante han sido asociados con una reducción de la actividad 
proteolítica (Buscarlet et al., 1986; Stiles et al., 1991) y de otras enzimas digestivas 
(Boshra, 2007). Aún así, no se han realizado estudios sobre el efecto de la 
radiación gamma sobre la fisiología digestiva de machos esterilizados de 
C. capitata. 
El objetivo de este capítulo ha sido la caracterización de las proteasas digestivas 
en larvas y adultos de C. capitata y la determinación del efecto de la irradiación 
gamma sobre las proteasas del tubo digestivo medio de la línea Vienna 7 tsl. 
Además, se han realizado bioensayos para determinar el efecto de dicha 
irradiación sobre la longevidad. 
2.1 Material y métodos 
2.1.1 Líneas de C. capitata y condiciones de cría 
2.1.1.1 Tipo salvaje 
Para la caracterización de las proteasas digestivas se obtuvieron adultos tipo 
salvaje a partir de huevos de la colonia procedente del Instituto Valenciano de 
Investigaciones Agrarias denominada IVIA 2002. Los huevos se sembraron en 
bandejas a una densidad de 2 huevos por gramo de dieta para larvas. Esta dieta 
está compuesta por salvado de hojas de trigo (Belenguer S. A, Valencia, España), 
azúcar, levadura de cerveza (Sorribas S. A, Barcelona, España), metilo p-
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hidroxibenzoato (Sigma Co., St. Louis, MO, USA), propilo p-hidroxi benzoato 
(Sigma Co.), ácido benzoico (Quimivita S. A, Barcelona, España) y agua (Albajes y 
Santiago-Álvarez, 1980). Las bandejas se cubrieron con papel de aluminio 
simulando el desarrollo de las larvas en los frutos en oscuridad. Las larvas 
neonatas se alimentan de la dieta y completan los tres estadíos larvarios en 7-
9 días en condiciones controladas de temperatura (25 ± 2ºC), humedad (60 ± 5%) 
y fotoperiodo (16:8 horas, luz:oscuridad). Una vez alcanzado el estadío L3, las 
larvas saltan de la dieta para realizar la pupación. Justo antes de la emergencia (6-
7 días), alrededor de 1.000 pupas se introdujeron en una jaula transparente de 
metacrilato (20 x 20 x 20 cm). Estas jaulas tienen en una de las caras un orificio de 
15 cm de diámetro, cubierto por una manga de muselina por donde se aspiraban 
los adultos y otra de las caras (18 x 18 cm) sellada con muselina como sistema de 
ventilación. Los adultos se alimentaron con una dieta a base de azúcar y proteína 
hidrolizada (Biokar Diagnostics Co., Pantin, France) con una proporción 4:1 (p:p) y 
se les suministró agua mediante frascos lavadores con una mecha absorbente, 
manteniéndolos en las mismas condiciones que las descritas para las larvas. 
2.1.1.2 Tipo estéril 
Los adultos Vienna 7 tsl se obtuvieron a partir de pupas irradiadas a 70 o 140 Gy 
dos días antes de la emergencia de los adultos, de la biofábrica Madeira-Med 
(Portugal).  
Los adultos Vienna 7 tsl se mantuvieron en las mismas condiciones que los 
adultos tipo salvaje de la colonia IVIA 2002. 
2.1.2 Extractos del tubo digestivo 
Para la caracterización de las proteasas digestivas, las larvas y los adultos se 
diseccionaron en una solución de NaCl 0,15 M con el fin de extraer el buche 
(adultos) y el tubo digestivo medio (adultos y larvas) (Figuras 2.1 y 2.2).  
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Figura 2.1: Tubo digestivo del adulto de C. capitata. Los círculos 
corresponden al tubo digestivo medio y buche. 
Figura  2.2: Tubo digestivo de la 
larva L3 de C. capitata. 
Los tubos digestivos y los buches se homogeneizaron posteriormente en el mismo 
medio de disección (10 tubos digestivos/ml o 10 buches/ml), se centrifugaron a 
10.000 g durante 5 minutos y los sobrenadantes se mezclaron y congelaron a        
-80ºC. La medida del pH en el buche y tubo digestivo de los adultos se llevó a 
cabo presionando las tiras indicadoras de pH Neutralit pH 5-10 (Merck, Darmstadt, 
Germany) sobre el fluido de los tubos digestivos o buches.  
2.1.3 Determinación de las actividades proteolíticas 
mediante ensayos enzimáticos  
Los ensayos de tipo bioquímico se realizaron para determinar la capacidad para 
hidrolizar substratos de conocida especificidad frente a enzimas purificadas, el pH 
óptimo de las actividades y la susceptibilidad frente a inhibidores específicos de 
cada tipo de enzima (Figura 2.3). 
El primer paso que se realizó con cada substrato y cada extracto digestivo fue la 
fijación de las condiciones que garantizarían trabajar en la fase donde la 
degradación del substrato fuese de tipo lineal. Una vez fijadas estas condiciones, 
todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y se utilizaron en todos los 
casos, blancos para considerar la degradación espontánea de los substratos. La 
absorbancia debida al propio extracto digestivo se determinó parando la reacción 
de otro grupo de muestras y del blanco a tiempo cero. Todas las reacciones se 
realizaron a 30ºC en un baño termostatizado Grant de temperatura controlable.  
TUBO 
DIGESTIVO 
MEDIO
BUCHE
TUBO DIGESTIVO MEDIO
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Figura 2.3: Protocolo para la caracterización in vitro de las proteasas digestivas. 
Los tampones de reacción utilizados para los diferentes rangos de pH fueron: 
ácido cítrico-NaOH 0,1 M (pH 2,0-3,0); citrato 0,1 M (pH 3,0-6,5); fosfato 0,1 M (pH 
6,0-7,0); tris-HCl 0,1 M (pH 6,5-9,0) y glicina-NaOH 0,1 M (pH 9,0-11,0). Todos los 
tampones contenían NaCl 0,15 M y MgCl2 5 mM. Todos los substratos se 
adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Todas las actividades 
proteolíticas se realizaron a pH óptimo de actividad en 1 ml de reacción que 
contenía 50 µl o 20 µl de extracto proteico (4,6; 4,8 y 24 µg de proteína total para 
el buche de los adultos, tubo digestivo de los adultos y tubo digestivo de las larvas 
respectivamente) (Tabla 2.1). 
Tejidos
Homogeneización en 1 ml de NaCl 0,15 M
Recogida del  
sobrenadante
PREINCUBACIÓN 
15 min; 30ºC
Extracto digestivo + Tampón + 
Inhibidor
Ensayos inhibidores
ADICIÓN SUBSTRATO
Valoración proteína total
INCUBACIÓN
X min; 30ºC Muestras y Blancos tiempo 0
PARADA DE LA REACCIÓN
CENTRIFUGADO 10.000 g 5 min
Recogida 
sobrenadante
MEDICIÓN EN EL ESPECTROFOTÓMETRO
Extracto  digestivo + Tampón
Ensayos especificidad hidrólisis 
substratos
Extractos digestivos
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Tabla 2.1: Volúmenes de reacción empleados para cada actividad proteolítica. 
 Volumen extracto digestivo 
 Tubo digestivo medio Buche 
Actividad Larvas L3 Adultos Adultos 
Leucín aminopeptidasa 20 µl 20 µl 50 µl 
Catepsina D 20 µl 50 µl 50 µl 
Catepsina B 20 µl 50 µl 50 µl 
Carboxipeptidasa A 50 µl 50 µl 50 µl * 
Carboxipeptidasa B 50 µl 50 µl 50 µl * 
Tripsina 50 µl 50 µl 50 µl 
Quimotripsina 20 µl 50 µl 50 µl 
Nota: Todos los homogeneizados contienen 10 tubos digestivos o buches/ ml NaCl 0,15 M, excepto los marcados con 
* que contienen 10 tubos digestivos o buche /500 µl NaCl 0,15 M.  
  
La actividad tripsina se ensayó con BApNa (Nα-benzoil-DL-arginina p-nitroanilida) 
1 mM, la actividad quimotripsina con SA2PPpNa (N-succinil-alanina-alanina-
prolina-fenilalanina p-nitroanilida) 0,25 mM; la actividad elastasa con SA3pNa (N-
succinil-alanina-alanina-alanina p-nitroanilida) 0,25 mM; la actividad 
carboxipeptidasa B con HA (hipuril-L-arginina) 1 mM, la actividad carboxipeptidasa 
A con HPA (hipuril-fenilalanina) 1 mM y la actividad leucín aminopeptidasa con 
LpNa (L-leucín p-nitroanilida) 0,5 mM (Ortego et al., 1996). La actividad catepsina 
D se midió con una solución de hemoglobina al 0,2%, y la actividad catepsina B 
con ZAA2MNA (N-carbobenzoxi-alanina-arginina-arginina 4-metoxi-β-naftil-amida) 
50 µM (Novillo et al., 1997). La proteína total en los extractos digestivos se 
determinó con el método de Bradford (1976) utilizando albúmina de suero bovino 
como estándar. 
La actividad proteolítica se ensayó en presencia de los inhibidores específicos 
siguientes (Tabla 2.2): inhibidor de serín proteasas SBBI (Soybean Bowman-Birk 
inhibitor), el inhibidor de cisteín proteasas E-64 (L-trans-epoxisuccinil-leucilamido-
(4-guanidino)-butano), el inhibidor de aspartil proteasas pepstatin-A y el inhibidor 
de aminopeptidasas y carboxipeptidasas CdCl2. Los activadores de cisteín 
proteasas L-cisteína y DTT (ditiotreitol) se ensayaron también. 
Los inhibidores y activadores de proteasas se preincubaron a 30ºC con los 
extractos de tubos digestivos o buches durante 15 minutos, antes de la adición del 
substrato. Todos los compuestos se añadieron en el medio NaCl 0,15 M, menos la 
pepstatina A que se añadió al medio DMSO. Las actividades ensayadas, con sus 
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substratos e inhibidores respectivos, así como el tiempo de incubación se resumen 
en la tabla siguiente (Tabla 2.2).  
Tabla 2.2: Substratos, inhibidores y tiempos de incubación para cada actividad proteolítica. 
Actividad 
proteolítica 
Substrato/ 
Concentración 
Inhibidor/ 
Concentración 
Activador 
Tubo 
digestivo 
larvas 
Tubo 
digestivo 
adultos 
Buche 
adultos 
 
Tripsina BapNa 1mM  24h 24h 24h 
Quimotripsina SA2PPpNa 0,25 mM  3h 24h 24h 
Elastasa Sa3pNa 0,25 mM 
SBBI 10 µM 
 24h 24h 24h 
Catepsina D Hemoglobina 0,2% 
Pepstatin A 
10 µM 
 24h 24h 24h 
Catepsina B ZAA2MNA 50 µM E-64 10 µM 
DTT 1 mM, L-
cisteína 1 mM 
4h 4h 24h 
Carboxipeptidasa A HPA 1 mM  24h 24h 24h 
Carboxipeptidasa B HA 1 mM  24h 24h 24h 
Leucín 
aminopeptidasa 
LpNa 0,5 mM 
CdCl2 1mM 
 1h 1h 4h 
Los cálculos realizados para determinar el producto hidrolizado a partir de los 
datos obtenidos en el espectrofotómetro Helios α (Termo Electronic) fueron: 
Muestras (M) = Extracto digestivo + Substrato + Tampón 
Blancos (B) = Substrato + Tampón  
El incremento de absorbancia de la muestra y del blanco corresponde a:  
∆ AbsM = ∆AbsMf – ∆AbsM0 
    ∆ Producto hidrolizado = ∆AbsM– ∆AbsB 
∆ AbsB = ∆AbsBf – ∆AbsB0      
Los subíndices 0 y f indican las paradas de las muestras a tiempo 0 y al final de la 
reacción respectivamente. 
2.1.4 Efectos de la irradiación en la actividad 
proteolítica  
Una vez determinadas las actividades proteolíticas presentes en C. capitata se 
procedió a su caracterización en la línea Vienna 7 tsl. Se partió de pupas de 
Vienna 7 tsl irradiadas a 70 y 140 Gy y no irradiadas (control) que se alimentaron y 
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mantuvieron en una cámara de condiciones controladas (descritas anteriormente, 
apartado 2.1) hasta que los adultos tuvieron 5 días de edad. Para los ensayos se 
utilizó una mezcla de 10 tubos digestivos extraídos en una solución de NaCl 
0,15 M hasta obtener un total de 20 muestras por tratamiento (dosis de 
irradiación). Las actividades proteolíticas se compararon entre cada tratamiento y 
el control mediante el test de Dunnett two-tailed, utilizando el contenido en 
proteína como covariable (Ortego et al., 1999). Todos los ensayos y actividades se 
realizaron en las condiciones óptimas de pH, y con los tiempos de incubación, 
substratos e inhibidores establecidos previamente (Apartado 2.1.3). 
2.1.5 Efectos de la irradiación sobre la longevidad 
A continuación se realizó un estudio para determinar el efecto de la máxima dosis 
de irradiación utilizada en el apartado 2.1.4 sobre la longevidad de la línea Vienna 
7 tsl. Para ello, se obtuvieron cohortes de individuos de menos de 24 horas de 
edad, sometidos a 0 (control) y a 140 Gy. Para cada tratamiento, se introdujeron 
40 individuos en cilindros de plástico (16 cm altura x 13 cm de diámetro). El 
sistema de ventilación de estas unidades experimentales consistió en 
2 rectángulos de 8 x 10 cm, sellados con tela muselina. Además los cilindros 
poseían dos orificios de 2 cm de diámetro, que se cerraban con dos tapones de 
corcho, y por dónde se aspiraron los adultos muertos. La alimentación de cada 
cilindro se colocó en una placa Petri de 55 mm de diámetro que se pegó en la 
base de los cilindros, y en uno de los laterales se pegó un tubo de plástico de 
50 ml con agua y una mecha absorbente (Figuras 2.4 y 2.5).  
 
 
 
 
 
Figura 2.4: Unidades experimentales utilizadas 
para los ensayos de longevidad. 
Figura 2.5: Unidades experimentales en cámara 
de condiciones controladas. 
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Los adultos se mantuvieron en cámaras climáticas en las mismas condiciones que 
las anteriormente descritas (Figura 2.5). Se realizaron 6 repeticiones por 
tratamiento, contabilizando la mortalidad diaria y eliminando los individuos muertos 
para evitar el fenómeno de necrofagia. 
2.2 Resultados 
2.2.1 Caracterización de las proteasas digestivas 
El pH óptimo y las actividades específicas de extractos digestivos de larvas y 
adultos se presentan en la Tabla 2.3.  
Tabla 2.3: Propiedades de las proteasas de larvas y adultos de C. capitata frente a substratos 
específicos. 
 Tubo digestivo medio 
larvas 
 Buche adultos  Tubo digestivo medio 
adultos 
Substrato pH 
Óptimo 
Actividad 
específicaa 
 pH 
Óptimo 
Actividad 
específicaa 
 pH 
Óptimo 
Actividad 
específicaa 
Hemoglobina 2,5 34,6 ± 0,3  2,0 173,7± 3,1  2,5 80,9 ± 3,2 
ZAA2MNA 7,5 21,4 ± 2,1  7,5 8,9 ± 0,6  7,0 70,7 ± 1,7 
BApNa 9,0 3,0 ± 0,1  - No actividad  8,5 6,9 ± 0,1 
SA2PPpNa 8,5 51,1 ± 3,8  - No actividad  8,0 14,2 ± 0,2 
SA3pNa - No actividad  - No actividad  - No actividad 
LpNa 7,0 231,4 ± 12,7  7,0 85,2 ± 4,5  7,0 362,9 ± 16,3 
HPA 7,5 159,8 ± 1,7  8,0 116,3 ± 7,6  7,5 183,2 ± 7,1 
HA 7,5 45,9 ± 2,0  8,0 54,2 ± 7,8  7,5 102,6 ± 6,8 
a Actividad específica expresada como nmoles de substrato hidrolizado/min/mg de proteína, excepto para la actividad 
proteolítica frente a la hemoglobina que está expresada en mU ∆ Abs 280 nm/min/mg proteína. Resultados 
expresados como medias ± error estándar de las medidas por triplicado. 
El pH para la hidrólisis de la hemoglobina fue similar para los extractos digestivos 
de larvas y adultos y para los extractos de buche de adultos, oscilando el pH 
óptimo entre 2,0 y 2,5. Asimismo, los tres extractos digestivos presentaron un 
máximo de actividad hidrolítica del substrato ZAA2MNA a pH 7,0-7,5. La hidrólisis 
máxima del BApNa y del SA2PPpNa tuvo lugar en el rango de pH entre 8,0 y 9,0 
para los extractos de tubo digestivo de larvas y adultos, mientras que estas 
actividades no se detectaron en el buche. No se detectó hidrólisis del substrato 
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SA3pNa tras 24 horas de incubación para ninguno de los extractos. Para las 
actividades carboxipeptidasa A y B se observó una actividad máxima para los 
substratos HPA y HA respectivamente a pH 7,5 para los extractos de tubo 
digestivo de larvas y adultos, y a pH 8,0 para los extractos de buche. Finalmente, 
el pH óptimo para la hidrólisis del LpNa fue 7,0 para todos los extractos. 
El pH del lumen de los extractos de los tubos digestivos y buches de los adultos de 
C. capitata fueron 5,0 y 7,5 respectivamente, y las actividades proteolíticas se 
distribuyeron de distinta manera (Tabla 2.3). La actividad específica para la 
hidrólisis del BApNa, SA2PPpNa, ZAA2MNA, LpNa, HA y del HPA fue mayor en el 
tubo digestivo medio que en el buche de los adultos, mientras que la hidrólisis de 
la hemoglobina fue mayor en el buche. De la misma manera, cuando se 
compararon adultos y larvas, la actividad específica para la hidrólisis de la 
hemoglobina, del BapNa, del ZAA2MNA, del LpNa, del HA y del HPA fue superior 
en el tubo digestivo de los adultos. Sólo la hidrólisis del SA2PppNa fue superior en 
el tubo digestivo larvario (Tabla 2.3). 
La actividad proteolítica de los extractos digestivos de adultos de C. capitata fue 
caracterizada más exhaustivamente mediante las reacciones con los inhibidores 
específicos de proteasas y con los activadores correspondientes (Tabla 2.4 A). La 
hidrólisis de la hemoglobina fue exclusivamente inhibida por la pepstatina A 
mientras que la hidrólisis del ZAA2MNA fue inhibida por el SBBI, la pepstatina A y 
el DTT. La hidrólisis del BapNa fue inhibida por el SBBI, el E-64 y el DTT, mientras 
que la del SA2PppNa fue inhibida por el SBBI y el DTT. Tanto el HPA como el HA 
fueron inhibidos por CdCl2 y el DTT. El LpNa fue inhibido por el CdCl2. Se 
obtuvieron resultados similares para los extractos de buche, excepto en los casos 
de la hidrólisis del ZAA2MNA, que fue inhibida por el CdCl2 pero no por la 
pepstatina-A y del LpNa, que también fue inhibido por la L-cisteína (Tabla 2.4 B). 
Los resultados con los inhibidores y activadores en los extractos digestivos de 
larvas fueron también similares excepto que la hidrólisis del ZAA2MNA fue inhibida 
por el CdCl2. pero no por la pepstatina A (Tabla 2.4 C).  
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Tabla 2.4: Efectos de los inhibidores y activadores sobre la actividad proteolítica de los extractos de 
tubos digestivos medios y buches de adultos y de tubos digestivos medios de larvas de C. capitata. 
A.- Tubo 
digestivo medio 
adultos 
% Actividad relativaa 
Inhibidor Hemoglobina ZAA2MNA
b BApNa SA2PPpNa LpNa HPA HA 
(concentración) pH 2,5 pH 7,0 pH 8,5 pH 8,0 pH 7,0 pH 7,5 pH 7,5 
SBBI (10 µM) ne 17 8 3 ne ne ne 
E-64 (10 µM) ne ne 50 ne ne ne ne 
Pepstatina A (10 
µM) 
20 70 ne ne ne ne ne 
CdCl2 (1 mM) ne ne ne ne 42 12 0 
Activador        
DTT (1 mM) ne 0 10 9 ne 4 18 
L-cisteína (1 
mM) 
ne ne ne ne ne † † 
 
 
 
B.- Buche % Actividad relativaa 
Inhibidor Hemoglobina ZAA2MNA
b LpNa HPA HA 
(concentración) pH 2,0 pH 7,5 pH 7,0 pH 8,0 pH 8,0 
SBBI (10 µM) ne 35 ne ne ne 
E-64 (10 µM) ne ne ne ne ne 
Pepstatin-A (10 µM) 17 ne ne ne ne 
CdCl2 (1 mM) ne 52 7 64 15 
Activador      
DTT (1 mM) ne 67 ne 6 7 
L-cisteína (1 mM) ne ne 59 † † 
a Los valores corresponden a medias ± error estándar (ES) de las medidas por triplicado de un único pool de extractos 
tratados con un inhibidor o activador frente a sus correspondientes controles. No efecto (ne) se consideró para las 
actividades entre 80% y 120%. (†) Interfiere químicamente en el ensayo.  
b El tampón de reacción contenía L-cisteína 1 mM, excepto cuando la L-cisteína y el DTT fueron usados como 
activadores. 
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C.- Tubo 
digestivo medio 
larvas L3 
% Actividad relativaa 
Inhibidor Hemoglobina ZAA2MNA
b BApNa SA2PPpNa LpNa HPA HA 
(concentración) pH 2,5  pH 7,5 pH 9,0 pH 8,5 pH 7,0  pH 7,5  pH 7,5 
SBBI (10 µM) ne 7 9 5 ne ne ne 
E-64 (10 µM) ne 74 54 ne ne ne ne 
Pepstatin-A (10 
µM) 
31 ne ne ne ne ne ne 
CdCl2 (1 mM) ne 62 ne 74 8 27 5 
Activador        
DTT (1 mM) ne 49 8 6 ne 1 2 
L-cisteína (1 mM) ne ne ne ne ne † † 
a Los valores corresponden a medias ± error estándar (ES) de las medidas por triplicado de un único pool de extractos 
tratados con un inhibidor o activador frente a sus correspondientes controles. No efecto (ne) se consideró para las 
actividades entre 80% y 120%. (†) Interfiere químicamente en el ensayo.  
b El tampón de reacción contenía L-cisteína 1 mM, excepto cuando la L-cisteína y el DTT fueron usados como 
activadores. 
2.2.2 Efectos de la irradiación en la actividad 
proteolítica  
Para conocer los efectos de la irradiación en la fisiología digestiva de C. capitata, 
se llevaron a cabo ensayos bioquímicos con tubos digestivos de adultos de 5 días 
de edad. Las actividades específicas catepsina-D, tripsina, quimotripsina, 
aminopeptidasa, y carboxipeptidasa A y B no se vieron reducidas en ninguno de 
los dos grupos de irradiación, cuando se compararon con el control. Por el 
contrario, las actividades catepsina-D y aminopeptidasa fueron superiores en el 
grupo tratado a 70 Gy al comparar los resultados con el control. Las actividades 
tripsina y quimotripsina fueron también superiores respecto al control para el grupo 
irradiado a 140 Gy (Tabla 2.5). 
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Tabla 2.5: Efecto de la irradiación gamma sobre la actividad proteolítica de extractos digestivos de 
adultos de C. capitata. 
 Irradiación 
Actividad Proteolíticaa Control (No irradiadas) 70 Gy 140 Gy 
Proteína total  20,9 ± 0,7 18,8 ± 0,5 24,1 ± 1,0 
Catepsina D 
(Hemoglobina) 
51,3 ± 2,4 66,6 ± 2,4* 43,6 ± 1,7 
Tripsina (BApNa) 2,0 ± 0,1 2,0 ± 0,1 2,6 ± 0,2* 
Quimotripsina 
(SA2PPpNa) 
8,9 ± 0,4 8,8 ± 0,4 10,9 ± 0,4* 
Aminopeptidasa 
(LpNa) 
218 ± 11 342 ± 20* 148 ± 10 
Carboxipeptidasa A 
(HPA) 
28,0 ± 1,7 30,2 ± 1,5 26,0 ± 1,2 
Carboxipeptidasa B 
(HA) 
23,6 ± 2,3 20,1 ± 1,1 22,7 ± 1,3 
a Actividad específica expresada como nmoles de substrato hidrolizado/min/mg de proteína, excepto para la actividad 
proteolítica frente a la hemoglobina que está expresada en mU ∆ Abs 280nm/min/mg proteína. Los resultados 
corresponden a las medias ± error estándar (n= 20 pools de extractos digestivos independientes). La proteína total 
está expresada como µg/100 µl extracto tubo digestivo.  
* Significativamente diferente del control (Dunnett two-tailed test, P≤ 0,05). 
2.2.3 Efectos de la irradiación sobre la longevidad  
Los machos Vienna 7 tsl sin irradiar llegaron a vivir hasta 53 días en las 
condiciones de laboratorio anteriormente mencionadas, mientras que los 
irradiados en estado de pupa a 140 Gy, vivieron hasta 49 días. De media, la 
longevidad de los machos Vienna 7 tsl irradiados fue de 17,67 ± 0, 51 días, y la 
longevidad de los controles Vienna 7 tsl sin irradiar de 17,66 ± 0,75 no existiendo 
por lo tanto diferencias entre ambos tratamientos, que además presentaron el 
mismo patrón de mortalidad (Figura 2.6). 
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Figura 2.6: Mortalidad acumulada en días de los adultos Vienna 7 tsl procedentes de pupas irradiadas 
y no irradiadas.  
2.3 Discusión 
El tubo digestivo de los adultos del Suborden Brachycera está dividido en varias 
regiones: el tubo digestivo anterior (que posee un buche que funciona como 
órgano de reserva y donde se produciría parte de la digestión), el tubo digestivo 
medio (donde muchas enzimas digestivas son sintetizadas y secretadas; y donde 
se produce la digestión y absorción), y el tubo digestivo posterior (donde se 
produce la eliminación y reabsorción de agua y solutos) (Terra et al., 1996). La 
capacidad para hidrolizar substratos específicos, la elucidación del pH en el cual 
se produce la hidrólisis máxima, y la sensibilidad a los inhibidores de proteasas 
confirmaron la presencia de las actividades catepsina D, tripsina, quimotripsina, 
leucín aminopeptidasa, y carboxipeptidasa A y B en el tracto digestivo de los 
adultos de C. capitata. Silva et al. (2006) indicaron la existencia una pequeña 
contribución de cisteín proteasas basada en la inhibición de la azocaseína por el 
E-64 y la iodacetamida. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los 
extractos digestivos son capaces de hidrolizar el ZAA2MNA, un substrato para la 
catepsina B. Sin embargo, la hidrólisis de este substrato no se vio afectada por el 
inhibidor de cisteín proteasas E-64, o por los activadores DTT y L- cisteína, 
indicando que esta hidrólisis no correspondía a cisteín proteasas.  
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Con respecto a la organización del proceso digestivo, se encontró que en adultos 
de C. capitata: a) la actividad catepsina fue mayor en el buche que en el tubo 
digestivo medio; b) tripsinas y quimotripsinas no estaban presentes en el buche; c) 
el contenido en exopeptidasas fue mayor en el tubo digestivo que en el buche. El 
pH ácido del buche (5,0) debe favorecer la actividad de la catepsina D en este 
órgano, mientras que las serín proteasas y exopetidasas estarían mejor adaptadas 
al valor del pH (7,5) de los contenidos del tubo digestivo. 
Parte importante de la digestión puede tener lugar en el buche de algunos 
insectos, sin embargo las enzimas necesarias para ello proceden del tubo 
digestivo medio a excepción de las enzimas salivares. Los resultados presentados 
sugieren que la digestión de las proteínas en adultos de C. capitata es iniciada por 
la catepsina D en el buche donde tiene mayor actividad. La digestión de las 
proteínas continúa después en el tubo digestivo medio con la acción de las serín 
proteasas y exopeptidasas, tal y como se ha descrito en hembras adultas de otros 
tefrítidos como Anastrepha suspensa (Loew) (Yang et al., 2000). 
La mayoría de las larvas del Suborden Brachycera son saprófagas. Durante la 
alimentación, las larvas, además de la materia en descomposición, ingieren gran 
cantidad de bacterias que pasan a formar parte de su flora bacteriana y/o son 
utilizadas como fuente de nutrientes. La organización espacial de la digestión es 
muy similar a la de los adultos, salvo que éstas no poseen buche (Terra et al., 
1988, 1996). El tubo digestivo medio está dividido en tres zonas: anterior, medio y 
posterior (Terra et al., 1988). La región media tiene un pH muy ácido para actuar 
sobre la gran cantidad de bacterias ingeridas a través de la alimentación (Terra et 
al., 1988). En Musca domestica Linnaeus, en el tubo digestivo medio anterior se 
reduce el contenido en almidón ingerido por las larvas, dejando a las bacterias 
más susceptibles a la acción combinada del pH ácido, de la catepsina D y de las 
lisozimas que están presentes en la parte anterior media del tubo digestivo medio 
(Espinoza-Fuentes y Terra, 1987; Lemos y Terra, 1991). Los nutrientes liberados 
por las bacterias pasan a continuación al tubo digestivo medio posterior, donde las 
serín proteasas (en gran mayoría tripsinas) y exopeptidasas parecen ser 
responsables de la digestión final de proteínas (Espinoza-Fuentes y Terra, 1987; 
Jordão et al., 1996). El desarrollo larvario de los tefrítidos en su entorno natural 
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está además acompañado por una flora bacteriana compleja (Douglas y Beard, 
1996).  
En C. capitata la digestión de las proteínas debe ser probablemente similar a la de 
M. domestica, en la que las bacterias pueden ser o una fuente directa de 
nutrientes, una fuente nutricional suplementaria o simbiontes del tubo digestivo 
que van a metabolizar los nutrientes de los substratos orgánicos que puedan ser 
utilizados para la nutrición de las larvas (Zurek et al., 2000; Niyazi et al., 2004). En 
este capítulo se ha demostrado que las larvas presentaron el mismo perfil 
proteolítico que los adultos, basado en las actividades catepsina D, tripsina, 
quimotripsina, leucín aminopeptidasa, y carboxipeptidasa A y B. Estos resultados 
confirman la presencia de proteasas alcalinas y básicas en el tubo digestivo medio 
de las larvas de esta especie (Rabossi et al., 2000; Araujo et al., 2005; Silva et al., 
2006). Sin embargo, el hecho de que estos tipos de proteasas requieran diferentes 
pH implica que habría que estudiar más a fondo la organización espacial de estas 
actividades para determinar las condiciones óptimas de actividad máxima del tubo 
digestivo.  
Los resultados obtenidos indican que el repertorio de enzimas proteolíticas y 
actividades es similar en los machos irradiados y no irradiados de C. capitata. 
Además, la longevidad de los machos irradiados a 140 Gy y alimentados en una 
dieta de azúcar enriquecida en proteína no se vio afectada, lo que es coherente 
con la falta de efecto de la irradiación en la actividad proteolítica. Estos resultados 
coinciden con los obtenidos por Carey et al. (2001), que observaron que cuando 
C. capitata es sometida a dosis ionizantes esterilizantes y mantenida en dietas 
consistentes sólo en azúcar o enriquecidas con proteínas la trayectoria de 
mortalidad es similar para las irradiadas y las no irradiadas. 
En resumen, este trabajo aporta información original sobre el complejo sistema 
proteolítico de larvas y adultos de C. capitata. Este sistema proteolítico presenta 
una distribución espacial ligada al pH. Este conocimiento ha permitido valorar de 
forma precisa el efecto de radiaciones gamma (140 Gy), superiores a las 
normalmente utilizadas en programas TIE, sobre la actividad proteolítica y sobre la 
longevidad de machos adultos irradiados. Se ha demostrado que la irradiación de 
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hasta 140 Gy no afecta ni a la actividad proteolítica ni a la longevidad de los 
machos estériles tratados.  
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Un parámetro biológico ampliamente estudiado en relación con el tipo de 
alimentación que reciben los machos estériles previamente a la liberación en 
campo ha sido la longevidad. Son varios los trabajos que apuntan a que la adición 
de proteína a la dieta mejora la competencia sexual, aunque esta adición podría 
repercutir en la supervivencia de los machos tras su liberación en campo (Yuval et 
al., 2002, 2007). Si tras la liberación disponen de proteína, pueden vivir tanto 
tiempo como los alimentados sólo a base de azúcar, con los consiguientes 
beneficios sexuales (Yuval et al., 2002; Maor et al., 2004). Para Carey et al. (1998) 
la disminución de la longevidad al añadir proteína a la dieta no sería más que el 
precio que tiene que pagar la mosca por aumentar su reproductividad. En este 
sentido, una dieta rica en proteínas condiciona a los machos a ser 
reproductivamente más competitivos que los alimentados sólo con azúcar en 
condiciones favorables, pero conlleva una gran penalización en condiciones de 
ayuno (Carey et al., 2002). Aparentemente existe una estrecha relación entre el 
tipo de alimentación de los machos y su reproducción y supervivencia ya que, si 
bien la ingestión de proteínas aumenta su actividad sexual, también los hace más 
vulnerables (en términos de actividad sexual o longevidad) si dejan de consumirla 
(Yuval et al., 2007). 
Se han realizado trabajos sobre la influencia en la longevidad de la adición de 
proteína a la dieta de los machos estériles los días previos a la liberación con 
diferentes líneas GSS, como la línea Vienna tsl producida en Guatemala (Kaspi y 
Yuval, 2000), la Vienna 4/Tol- 94 (Maor et al., 2004; Levy et al., 2005), la Vienna 
7/Tol- 99 (Shelly et al., 2003; Levy et al., 2005) o la línea bisexual Maui Med-93 
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producida en Hawai (Chang et al., 2001; Shelly y Kennelly, 2002; Shelly y McInnis, 
2003). Sin embargo, no existe un criterio común en todos ellos en cuanto a la 
forma de administrar la proteína a la dieta. Algunos autores añaden la dieta en 
forma de sólida, mezclando el azúcar y la proteína hidrolizada directamente en la 
proporción 3:1 (p:p o v:v) (Shelly y Kennelly, 2002; Shelly et al., 2003; Shelly y 
McInnis, 2003; Niyazi et al., 2004) o en diferentes proporciones (Niyazi et al., 
2004). En otros trabajos se intenta simular las condiciones reales de liberación y 
añaden la proteína u otros nutrientes al azúcar y al agar de forma que solidifican 
en conjunto (Kaspi y Yuval, 2000; Chang et al., 2001; Maor et al., 2004; Niyazi et 
al., 2004; Levy et al., 2005; Plácido-Silva et al., 2006). Además, en la mayoría de 
estos ensayos, para conocer el efecto de la adición de proteína a la dieta, la 
longevidad se midió en machos que afrontaban periodos de ayuno (Kaspi y Yuval, 
2000; Shelly y Kennelly, 2002; Shelly y McInnis, 2003), descartando el efecto de la 
adición de proteína sobre la longevidad si la disponibilidad era continua. 
Además de la adición de proteína a la dieta recientemente se ha observado que 
otros factores como la exposición de los machos a aromas esenciales, o 
aromaterapia, han aumentado de forma considerable la competencia sexual de los 
machos estériles criados en masa (Shelly et al., 2004a,b). Con esta técnica se 
puede mejorar la competitividad sexual de los machos estériles exponiéndolos 
durante unas horas antes de la liberación, al aroma del aceite de jengibre. Este 
sistema de aromaterapia ha aportado resultados similares con moscas estériles en 
Hawai (Shelly y McInnis, 2001; McInnis et al., 2002) y Madeira (Shelly, 2002), y ha 
resultado ser efectivo tanto en los sistemas de emergencia de PARC boxes (del 
inglés Plastic Adult Rearing Containers) (Shelly et al., 2004b) como en las torres 
de eclosión utilizadas en Florida como sistema de liberación (Salvato et al., 2004; 
Shelly et al., 2006). Recientemente, se ha observado que con este sistema 
aplicado a gran escala y exponiendo salas completas de biofábricas al aroma del 
aceite de jengibre, se obtiene mayor competencia sexual de los machos una vez 
liberados en campo (Shelly et al., 2007). Además, algunos autores consideran que 
esta exposición no afecta a la longevidad de los machos (Shelly et al., 2004; Levy 
et al., 2005). 
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Como las fuentes de proteína son un atrayente fuerte tanto para machos como 
para hembras de C. capitata, otro de los efectos beneficiosos que puede tener la 
adición de proteína a la dieta de los machos estériles, es la reducción sobre la 
atracción a los cebos insecticidas (proteína hidrolizada + insecticidas). Al ingerir 
proteína previamente a su liberación, los machos estériles verían reducida su 
necesidad de buscar fuentes de proteína en la naturaleza, disminuyendo por tanto 
la probabilidad de sentirse atraídos hacia los cebos insecticidas a base de 
proteínas (Barry et al., 2003b).  
Tal y como se ha descrito, existen varios trabajos sobre la influencia de la adición 
de proteínas en la dieta y de la exposición al aroma del aceite de jengibre en la 
probabilidad de éxito reproductivo. Sin embargo, se desconoce cómo estos dos 
factores y la manera de suministrarla pueden influir e interaccionar en la 
longevidad del macho de la línea Vienna 8 tsl, tanto si éste dispone continuamente 
de alimentación como si se le somete a condiciones de ayuno.  
3.1 Material y Métodos 
3.1.1 Línea de C. capitata y condiciones de cría 
3.1.1.1 Tipo estéril 
En todos los experimentos realizados en este capítulo, se utilizó la línea Vienna 8 
tsl. Los adultos de esta línea se obtuvieron a partir de pupas irradiadas a 90 Gy 
dos días antes de la emergencia, de la biofábrica de Mendoza (Argentina). Las 
pupas se recibieron en hipoxia y teñidas con el polvo fluorescente 'Dayglo® pink'.  
3.1.1.2 Condiciones experimentales 
Los adultos recién emergidos (de menos de 24 horas) se mantuvieron durante 
5 días a 20 ± 2ºC y 60 ± 5% en oscuridad, para simular al máximo las condiciones 
previas a la liberación de los machos estériles en programas TIE (Dyck et al., 
2005). En estas condiciones los adultos alcanzan la madurez sexual, y se 
mantienen inactivos debido a la baja temperatura y a la oscuridad (Cáceres, 2002). 
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En todos los ensayos, los adultos muertos se eliminaron diariamente de las 
unidades experimentales. Sólo en uno de los experimentos se variaron las 
condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo tal y como se indica en dicho 
apartado. Una vez alcanzado los 5 días de edad, los adultos se mantuvieron en 
condiciones controladas de temperatura (25 ± 2ºC), humedad (60 ± 5%) y 
fotoperiodo (16:8 horas, luz:oscuridad). 
3.1.2 Influencia de la adición de proteína sobre la 
longevidad 
Para conocer el efecto de la adición de proteína a la dieta en la longevidad de los 
machos estériles recién emergidos, se realizaron 5 tratamientos: 1) sólo azúcar; 2) 
azúcar y proteína hidrolizada en proporción 1:1 (p:p); 3) azúcar y proteína 
hidrolizada en proporción 4:1 (p:p); 4) sólo proteína hidrolizada y 5) un control sin 
alimentación. A la recepción de las pupas y antes de la emergencia, se 
introdujeron aproximadamente 5.000 pupas (1.000 pupas/jaula) en 5 jaulas 
transparentes de metacrilato (20 x 20 x 20 cm). Cada una de las 5 jaulas 
empleadas correspondía con cada uno de los tratamientos. Dichas jaulas tenían 
en una de las caras un orificio de 15 cm de diámetro, cubierto por una manga de 
muselina por donde se aspiraban los adultos, y en otras de las caras un orificio de 
18 x 18 cm sellado con muselina para favorecer la ventilación (Figura 3.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1: Jaula de emergencia de adultos con alimentación y agua. 
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Zona ventilación
Pupas irradiadas
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En cada jaula se añadió la alimentación en una placa Petri de 90 mm de diámetro 
y agua ad libitum mediante un frasco lavador de plástico con una mecha 
absorbente. En el control negativo, no se añadió ni alimentación ni agua. Los 
adultos recién emergidos se aspiraron con un aspirador entomológico y se 
introdujeron en las unidades experimentales consistentes en cilindros de plástico 
transparente (16 cm de altura y 13 cm de diámetro). Los cilindros poseían 
2 rectángulos de 8 x 10 cm, sellados con muselina para favorecer la ventilación, y 
2 orificios de 2 cm de diámetro, cerrados con dos tapones de corcho. La 
alimentación se colocó en una placa Petri de 55 mm de diámetro pegada en la 
base de los cilindros mientras que el agua se les proporcionó en un tubo de 
plástico de 50 ml, con una mecha absorbente, pegado en uno de los laterales 
(Figura 2.4; Capítulo II). Los adultos se mantuvieron en una cámara climática de 
condiciones controladas (Apartado 3.1.1.2). De cada tratamiento se realizaron 
5 repeticiones y se introdujeron 40 individuos por unidad experimental.  
3.1.3 Influencia de la adición de proteína y de la 
aromaterapia con aceite de jengibre sobre la 
longevidad  
3.1.3.1 Longevidad  
Para abordar el estudio de la influencia de la adición de proteína y de la exposición 
al aroma del aceite de jengibre sobre la longevidad de machos estériles de 
C. capitata, se aplicó un diseño experimental de dos factores (proteína y jengibre) 
con dos niveles cada uno (ausencia/presencia). 
A la recepción de las pupas y antes de la emergencia, se separaron 
aproximadamente 4.000 pupas en 4 jaulas de metacrilato (Figura 3.1) que se 
correspondían con cada uno de los tratamientos (1.000 pupas/jaula). La 
alimentación (azúcar, o azúcar y proteína en la proporción 4:1 (p:p) y el agua se 
añadieron según la metodología descrita en el apartado 3.1.1.2. Cuando los 
adultos alcanzaron los 4 días de edad (que corresponde al día anterior a la 
liberación en campo de machos estériles en el programa TIE de la Comunidad 
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Valenciana), a las dos jaulas correspondientes a los tratamientos con exposición al 
aroma del aceite de jengibre se les colocó sobre la muselina un papel de filtro de 
2 x 2 cm, que se impregnó con 100 µl de aceite de jengibre (Guinama; Valencia, 
España) y se mantuvo durante 3 horas (Shelly et al., 2004b). Durante ese tiempo, 
las jaulas que contenían los adultos expuestos al aroma de jengibre se 
mantuvieron aisladas del resto. A los 5 días de edad, los machos estériles se 
aspiraron y se introdujeron en las mismas unidades experimentales descritas 
anteriormente (Figura 2.4). De cada tratamiento se realizaron 6 repeticiones y se 
introdujeron 40 adultos por cilindro.  
3.1.3.2 Longevidad en condiciones de ayuno  
Paralelamente y bajo las mismas condiciones, se realizó un ensayo de ayuno en 
laboratorio con individuos procedentes de los tratamientos arriba mencionados. De 
las cohortes de adultos de 5 días de edad, y de cada tratamiento, se aspiraron los 
adultos y se introdujeron en las correspondientes unidades experimentales (Figura 
2.4) pero en este ensayo, a los adultos se les privó de alimentación y agua tal y 
como se describe en los protocolos de control de calidad de la IAEA (del inglés 
Intenational Atomic Energy Agency) (IAEA, 2003). En total se realizaron 
6 repeticiones por tratamiento y dentro de cada unidad experimental se 
introdujeron 40 adultos.  
3.1.3.3 Influencia de la dieta y de la manera de 
administrarla sobre la longevidad  
Para conocer si la manera de suministrar la alimentación a los machos estériles 
los días previos a la suelta podía influir en la longevidad, se compararon dos tipos 
de suministro (Factor 1): 1) suministro de los componentes mezclados en polvo y 
2) suministro de los componentes cocinados en bloques de agar y para los dos 
tipos de suministro se estudió también la influencia de la adición de la proteína 
(Factor 2) a) adición de azúcar únicamente y b) adición de azúcar y proteína en la 
proporción 4:1 (p:p). 
Efectos de la alimentación y de la aromaterapia sobre la longevidad de machos estériles de C. capitata  
 
 
 63
El suministro de la dieta a partir de la mezcla de los componentes en polvo se 
realizó tal y como se explica en el apartado 3.1.2. El suministro en bloques de 
agar, a base de azúcar exclusivamente contenía 16,4% azúcar, 1,5% agar 
(Sumilab, S.L) y 0,1% del antifúngico metilo p-hidroxibenzoato en agua destilada 
(Dyck et al., 2005). La dieta a base de azúcar y proteína hidrolizada, contenía 
16,4% de azúcar, 4,1% de proteína hidrolizada (Biokar Diagnostics Co.), 1,5% de 
agar y 0,1% de metilo p-hidroxibenzoato en agua destilada. Para estos dos tipos 
de dieta, se mezclaron todos los componentes, a excepción del antifúngico, en 
botellas de Pyrex de 1 litro que se enrasaron con agua destilada, y se 
autoclavaron a 120ºC durante 20 minutos para facilitar la disolución del agar. Se 
dejó enfriar el medio hasta alcanzar los 55-60ºC (sin que llegase a solidificar) y se 
añadió el metilo p-hidroxibenzoato. A continuación se distribuyó el medio en 
placas Petri de 90 mm de diámetro. 
Las 5.000 pupas recibidas se colocaron en jaulas de metacrilato 
(1.000 pupas/jaula) hasta la emergencia de los adultos (Figura 3.1). Los adultos 
recién emergidos (de menos de 24 horas) se colocaron en las unidades 
experimentales que consistían en los cilindros de plástico ventilados descritos 
anteriormente con pequeñas modificaciones (Figuras 3.2 y 3.3). En el caso de la 
alimentación en bloques de agar, las placas con la dieta se colocaron entre la tapa 
y un rectángulo de muselina a través del cual los adultos se alimentaban (Figura 
3.2). En el caso de la alimentación en forma sólida, la alimentación se colocó en la 
tapa, y además se añadió en cada cilindro 1 tubo de 50 ml con agua y una mecha 
absorbente a través de la cual los adultos bebían (Figura 3.3). Cuando la dieta fue 
suministrada en bloques de agar, la fuente de agua la proporcionó la propia dieta. 
 
 
 
 
Figura 3.2: Unidad experimental para el tipo 
de dieta en bloques de agar. 
 Figura 3.3: Unidad experimental para el tipo de 
dieta en polvo. 
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En cada unidad experimental se introdujeron 40 adultos Vienna 8 tsl con la ayuda 
de un aspirador entomológico. De cada tratamiento se realizaron 6 repeticiones. 
Cada día se contabilizaron los adultos muertos que se fueron eliminando de los 
cilindros. A los 5 días, se les retiró la alimentación a todos los tratamientos y se 
siguió contabilizando y eliminando diariamente los individuos muertos. 
3.1.4 Análisis estadístico 
Para todos los ensayos de longevidad, los datos obtenidos se analizaron mediante 
un análisis de la varianza de uno o dos factores fijos (ANOVA), aplicándose el test 
de separación de medias (LSD). En caso de no cumplirse la normalidad y la 
condición de homocedasticidad (ensayo apartado 3.1.2), se aplicó la 
transformación de variable correspondiente (ln [variable]). En todos los casos se 
consideró un nivel de significación P<0,05 (SPSS, 1999). 
3.2 Resultados 
3.2.1 Influencia de la adición de proteína sobre la 
longevidad 
La longevidad de los machos estériles fue significativamente distinta en función del 
tipo de alimentación suministrada (Figura 3.4; F= 294,11; gl= 4, 29; P<0,0001). Los 
adultos alimentados con la mezcla de azúcar y proteína en proporción 4:1 (p:p) 
presentaron la mayor longevidad (16,4 ± 0,9 días), aunque no se encontraron 
diferencias significativas con los adultos alimentados solamente con azúcar (14,0 ± 
0,9 días) o con azúcar y proteína en proporción 1:1 (p:p) (13,0 ± 0,7 días). Los 
adultos alimentados con la dieta solamente a base de proteína vivieron 
significativamente más (2,8 ± 0,2 días) que los controles sin alimentación ni agua 
(1,5 días), pero muy por debajo que los adultos de los tres tratamientos que 
contenían azúcar (Figura 3.4).  
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Figura 3.4: Longevidad (X ± ES) de machos estériles sometidos a distintas dietas alimenticias. Control 
negativo (sin alimentación ni agua), P (proteína y agua), A (azúcar y agua), A:P (1:1) [azúcar y proteína 
(1:1; p:p) y agua] y A:P (4:1) [azúcar y proteína (4:1; p:p) y agua]. Las letras distintas entre barras 
indican diferencias significativas (P<0,05; LSD). 
3.2.2 Influencia de la adición de proteína y de la 
aromaterapia con aceite de jengibre sobre la 
longevidad  
3.2.2.1 Longevidad  
La longevidad de los machos estériles fue significativamente diferente en función 
de la dieta (F= 103,96; gl= 1, 23; P< 0,0001), mientras que no lo fue para la 
exposición al aroma del aceite de jengibre (F= 0,47; gl= 1, 23; P= 0,5022). No se 
observó interacción entre ambos factores (F= 0,72; gl= 1, 23; P= 0,408). De este 
modo, independientemente de la exposición al aroma del aceite de jengibre, la 
adición de la proteína a la dieta aumentó la longevidad de los machos estériles 
casi en 4 días en comparación con los tratamientos a base de azúcar 
exclusivamente (Figura 3.5). Los machos estériles alimentados a base azúcar y 
proteína y expuestos al aroma del aceite de jengibre vivieron de media 21,9 días, 
seguidos de los alimentados a base se azúcar y proteína (20,9 ± 0,41 días) 
mientras que los alimentados a base de azúcar exclusivamente vivieron 15,2 ± 1 y 
15,1 ± 0,6 días (sin exposición y con exposición al aroma del aceite de jengibre 
respectivamente). 
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Figura 3.5: Longevidad (X ± ES) de machos estériles de 5 días de edad en función de la alimentación y 
de la aromaterapia. Tratamientos aplicados: azúcar (A); azúcar:proteína (4:1) (AP); y las 
combinaciones con aromaterapia con aceite de jengibre (J). Entre barras, letras mayúsculas distintas 
muestran diferencias estadísticas para el factor proteína, mientras que las letras minúsculas entre 
exposición o no al aroma de jengibre (P<0,05; LSD). 
3.2.2.2 Longevidad en condiciones de ayuno  
En condiciones de estrés alimenticio, la longevidad no se vio tampoco afectada 
por la exposición al aroma del aceite de jengibre (F= 2,29; gl= 1,23; P= 0,146). Sin 
embargo los adultos alimentados únicamente a base de azúcar vivieron 
significativamente más (F= 33,69; gl= 1, 23; P<0,0001) que los alimentados con 
azúcar y proteína (4:1; p:p). No se observó interacción entre ambos factores 
(F= 0,45; gl= 1, 23; P= 0,5116) (Figura 3.6). Los machos estériles alimentados a 
base de azúcar, con o sin exposición al aroma de jengibre, vivieron 1,07 ± 0,03 y 
1,05 ± 0,02 días respectivamente, mientras que los alimentados a base de azúcar 
únicamente vivieron 1,23 ± 0,02 y 1,14 ± 0,03 días (con y sin exposición al aroma 
del aceite de jengibre). 
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Figura 3.6: Longevidad (X ± ES) de machos estériles alimentados durante 5 días con diferentes dietas: 
azúcar sólo (A) o con proteína (AP en la proporción 4:1; p:p)] y expuestos a aromaterapia con aceite de 
jengibre (J) y sometidos a condiciones de ayuno transcurridos los 5 días. Entre barras, letras 
mayúsculas distintas muestran diferencias estadísticas para el factor proteína, mientras que las letras 
minúsculas entre exposición o no al aroma de jengibre (P<0,05; LSD). 
3.2.3 Influencia de la dieta y de la manera de 
administrarla sobre la longevidad 
La longevidad de los machos estériles fue significativamente diferente entre los 
2 tipos de dieta (gl=1, 22; F= 5,28; P= 0,0009), al igual que entre los 2 tipos de 
suministro (gl= 1, 22; F= 15,52; P= 0,0331), y no se observó interacción entre 
ambos factores (gl= 1,22; F= 2,52; P= 0,1301). Los adultos alimentados con la 
dieta en bloques de agar vivieron de media 1,10 ± 0,07 días mientras que los 
alimentados con la dieta suministrada en forma de la mezcla en polvo de todos los 
componentes vivieron de media 1,3 ± 0,07 días. Con respecto los 2 tipos de dieta, 
los adultos alimentados solamente con azúcar vivieron más (1,4 ± 0,07 días) que 
los alimentados con azúcar y proteína (1,02 ± 0,07 días) (Figura 3.7).  
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Figura 3.7: Longevidad (X ± ES) de machos estériles alimentados durante 5 días con diferentes dietas: 
azúcar sólo (A) o con proteína (AP en la proporción 4:1; p:p)] suministradas de diferentes maneras y 
sometidos a condiciones de ayuno transcurridos los 5 días. En el caso del suministro de la dieta 
mediante la mezcla de los componentes en polvo a todos los tratamientos se les añadió agua. Entre 
barras, letras distintas muestran diferencias estadísticas, valores en mayúscula indican las diferencias 
entre medios y las letras en minúscula entre tipos de dieta (P<0,05; LSD). 
3.3 Discusión 
El éxito reproductivo de C. capitata depende principalmente de su capacidad para 
localizar e ingerir carbohidratos y proteínas en su hábitat natural. Por ello, 
asegurar e intentar mejorar el éxito competitivo de los machos estériles 
previamente a su liberación mediante el suministro de una dieta adecuada, es un 
objetivo crucial en cualquier programa TIE (Yuval et al., 2007). Sin embargo, no 
hay que olvidar que el tratamiento utilizado para aumentar el rendimiento sexual 
no debería afectar negativamente a otros parámetros biológicos como la 
longevidad, ya que una alta mortalidad en campo comprometería también el éxito 
de dichos programas. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la 
adición de proteína a la dieta aumenta la longevidad de los machos estériles 
Vienna 8 tsl. La alta mortalidad de los machos alimentados solamente a base de 
proteína confirmó que los carbohidratos son absolutamente necesarios para la 
supervivencia de los adultos. Parece que éstos son incapaces de convertir las 
Aa 
Ba 
Ab 
Bb 
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reservas de proteína en energía en ausencia de azúcares, tal y como demuestra la 
baja longevidad de los machos que sólo habían ingerido proteína, que, no superó 
los 3 días, en comparación con los 16 días que vivieron los alimentados con la 
mezcla de azúcar y proteína (4:1; p:p).  
Aunque no se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamientos con 
azúcar y proteína (con las proporciones 1:1 y 4:1; p:p) y el tratamiento a base de 
azúcar únicamente, los resultados apuntan a que debe existir un equilibrio entre el 
azúcar y la proteína y que un aporte excesivo de proteína podría disminuir la 
longevidad. En este sentido, algunos autores han observado que los adultos de 
C. capitata, en concreto las hembras, son capaces de autorregular la cantidad de 
azúcar y de proteína a ingerir cuando disponen de ella ad libitum (Cangussu y 
Zucoloto, 1995, 1997). En el presente trabajo se seleccionó la dieta a base de 
azúcar y la que contenía proteína en la proporción 4:1 (p:p), descartándose la 
combinación azúcar:proteína 1:1 (p:p), ya que, por un lado, no se encontraron 
diferencias significativas entre ambas, y por otro lado, porque en términos 
económicos la combinación de la mezcla de azúcar y proteína en el ratio 1:1 (p:p) 
aumentaría mucho los costes de la cría en masa de los machos estériles, por el 
elevado precio de la proteína hidrolizada. 
A pesar de la importancia de la ingestión de proteína para los adultos de 
C. capitata, el sistema de alimentación de los machos estériles previo a las 
liberaciones en la mayoría de los programas TIE sigue basándose en una dieta a 
base de azúcar con soporte de agar (Dyck et al., 2005). Algunos autores han 
estudiado la influencia de diferentes formulaciones, formas de suministrar la dieta 
(agar, o mezcla de los componentes en polvo) y concentraciones de proteína 
añadida a la dieta a base de azúcar sobre parámetros implicados en la 
competencia sexual de los machos estériles, o sobre su longevidad (Kaspi y Yuval, 
2000; Chang et al., 2001; Shelly y Kennelly, 2002; Shelly et al., 2003; Shelly y 
McInnis, 2003; Maor et al., 2004; Niyazi et al., 2004; Levy et al., 2005; Plácido-
Silva et al., 2006). En concreto, para el parámetro longevidad, Niyazi et al. (2004) 
estudiaron la adición de dos concentraciones de proteína a la dieta (azúcar y 
proteína 3:1, y 6:1; p:p) con la línea estéril Vienna 7-Tol 99 y obtuvieron una 
longevidad significativamente más elevada para el tratamiento con la proporción 
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6:1. En el caso del suministro en bloques de agar, compararon esta última 
proporción frente a una dieta sólo a base de azúcar, obteniendo también 
diferencias significativas entre ambos tratamientos (la adición de la proteína 
aumentó en más de 15 días de media la longevidad). Además, para todas las 
dietas que contenían proteína, observaron un aumento en el número de cópulas 
de los machos estériles frente a los salvajes con respecto a los que no habían 
ingerido proteína. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indicaron que el 
tipo de alimentación afecta a la longevidad, y ésta se ve aumentada con la adición 
de proteína. La adición de proteína a la dieta es un factor que afecta 
favorablemente a la longevidad, sin embargo, los resultados obtenidos sugieren 
que la cantidad suministrada es un factor a tener en cuenta ya que un aporte 
excesivo afectaría por el contrario, de forma negativa.  
En este trabajo se ha comprobado además que la exposición al aroma del aceite 
de jengibre no afecta a la longevidad y tampoco interacciona con el tipo de dieta 
estudiado. Numerosos estudios han demostrado que este sistema de 
aromaterapia aporta grandes beneficios sobre parámetros de competencia sexual 
de los machos estériles (Shelly y McInnis, 2001; McInnis et al., 2002; Shelly, 2002; 
Salvato et al., 2004; Shelly et al., 2002b, 2004a,b, 2006, 2007). Por tanto, es otro 
factor interesante a tener en cuenta en los programas TIE. Los resultados 
obtenidos en este trabajo se corresponden con los de Shelly et al. (2004b) y Levy 
et al. (2005) que observaron que la combinación de la adición de la proteína y 
exposición al aroma del aceite de jengibre no afectaba a su longevidad 
comparándolos con los alimentados sólo a base de azúcar, siempre y cuando los 
adultos dispusiesen en todo momento de alimento. Todo lo contrario ocurre 
cuando los adultos se enfrentan a la retirada de alimentación. En condiciones de 
estrés alimenticio, de nuevo, la exposición al aroma del aceite de jengibre no 
influyó significativamente en la longevidad, pero sí el tipo de dieta. La dieta a base 
de azúcar, sola o en combinación con la exposición al jengibre está asociada con 
la mayor capacidad de supervivencia de los adultos cuando sufren la retirada de 
los alimentos. Estos resultados demuestran que una dieta a base de azúcar 
únicamente los hace más resistentes a periodos de ayuno (Kaspi y Yuval, 2000) y 
que la incapacidad de afrontar esta situación una vez que ya han ingerido proteína 
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y dejan de ingerirla podría deberse a procesos metabólicos irreversibles. Carey et 
al. (1998, 2002) han estudiado las interacciones entre la nutrición y la longevidad 
en poblaciones de laboratorio de C. capitata. Sus resultados apuntan a que una 
dieta rica en carbohidratos y proteínas induce una cascada de procesos 
metabólicos en las hembras que aceleran la reproducción, al igual que la muerte. 
La adición de proteína a la dieta podría afectar a los procesos metabólicos 
implicados en la reproducción de los machos también, desviando los recursos y 
utilizando la energía para la atracción sexual de las hembras. Este proceso 
beneficiaría la competencia sexual en detrimento de su longevidad en condiciones 
de estrés alimenticio. En condiciones de campo, se han realizado también 
diferentes ensayos de cara a conocer la influencia de la adición de proteína en la 
dieta. Los resultados obtenidos en estas condiciones con las líneas estériles 
Vienna 7/Tol-2000 y con la Maui-Med (Shelly y McInnis, 2003) por el contrario no 
mostraron diferencias significativas con el aporte de proteína, y estos resultados 
podrían deberse a que bajo condiciones naturales, los machos son capaces de 
suplir las carencias proteicas. Algunos trabajos dirigidos al estudio del 
comportamiento de los machos estériles en campo han indicado que éstos son 
capaces de sobrevivir varios días en condiciones de campo (Murtas et al., 1972; 
Fimiani et al., 1979; Wong et al., 1982; Plant y Cunningham, 1991) y que además 
son capaces de encontrar alimento para asegurar su supervivencia (Maor et al., 
2004), independientemente del tipo de dieta ingerida antes de su liberación. En 
este sentido, al estudiar la cantidad de proteína, azúcar y lípidos acumulados en 
los adultos, Maor et al. (2004) observaron que los machos estériles Vienna 4/Tol-
94 alimentados con una dieta con proteína (con el doble de azúcar que de 
proteína) acumulaban en su organismo más proteína que los alimentados solo a 
base de azúcar. Esto podría suponer una ventaja a la hora de realizar el cortejo y 
copular ya que las feromonas que emiten son ricas en proteínas al igual que el 
esperma y las glándulas secretoras. Además, estos autores apuntaron que el 
contenido en azúcares para ambos tipos de dieta era similar, por lo que la dieta no 
influiría en la capacidad de los machos para buscar alimento.  
El mecanismo mediante el cual la exposición al aroma del aceite de jengibre 
aumenta la capacidad sexual de los machos se desconoce. Existen diferentes 
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explicaciones (no excluyentes) que apuntan a que los machos, más motivados e 
insistentes, verían alterada por dicha exposición la producción de sustancias 
atrayentes para las hembras, o podrían alterar también la manera de realizar el 
cortejo. El comportamiento sexual de C. capitata, y en concreto la formación de 
leks, incluye la emisión de una feromona sexual para atraer a las hembras (Arita y 
Kaneshiro, 1986). Al aumentar su actividad sexual, se incrementaría el desgaste 
físico (aumento de la etapa de señalización en el cortejo) y metabólico para la 
producción de feromonas (por lo tanto el gasto proteínico) lo que aumentaría su 
necesidad de buscar más fuentes de proteínas. Muchos programas de lucha 
autocida compatibilizan los tratamientos con las liberaciones, y en vista a los 
resultados obtenidos con el factor proteína y exposición al aroma del aceite de 
jengibre, sería importante, para minimizar la atracción a los cebos, incluir la 
proteína en la dieta previa de los machos estériles previos a su liberación. 
Por tanto, a pesar que habría que profundizar en trabajos de campo, todo indica a 
que la adición de proteína es beneficiosa para un programa TIE, y tal y como 
indican otros autores (Yuval et al., 2007), parece más conveniente liberar machos 
que, aunque por el tipo de dieta que hayan recibido los días previos a la liberación 
vayan a vivir menos bajo ciertas condiciones ambientales, sean altamente 
competitivos en su capacidad de acoplamiento con hembras salvajes.  
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El éxito de un programa TIE depende en gran parte de la eficacia del acoplamiento 
entre los machos estériles que se liberan y las hembras salvajes. En la mayoría de 
los programas TIE la eficacia de los machos estériles se estima mediante un 
método indirecto, que mide el ratio de capturas de machos estériles y salvajes en 
trampas cebadas con feromonas. Un ratio 10:1 (estéril:salvaje) se considera como 
eficaz en muchos programas TIE (Dyck et al., 2005). Sin embargo, esta estimación 
es bastante imprecisa ya que no aporta ningún tipo de información sobre la tasa 
de acoplamiento de las hembras que son realmente la diana de estas sueltas. 
Las hembras de muchos insectos almacenan esperma que utilizarán para la 
oviposición escalonada en el tiempo, y que puede durar desde días hasta meses 
(Eberhard, 1996; Simmons, 2001). En las especies en las que las hembras no se 
acoplan frecuentemente, el almacenamiento de esperma durante largos periodos 
de tiempo requiere un mecanismo altamente efectivo para mantener la viabilidad 
del esperma para su posterior utilización. 
En rasgos generales, el aparato reproductor de las hembras de C. capitata 
consiste en un par de ovarios, 2 oviductos laterales y de corto tamaño, unidos por 
un oviducto común a la vagina, 2 espermatecas, una cámara de fertilización (o 
receptáculo ventral) y dos glándulas accesorias (Marchini et al., 2001) (Figura 4.1). 
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Figura 4.1: Aparato reproductor de la hembra de la mosca mediterránea de la fruta, C. capitata. a.g: 
glándulas accesorias; f.c: cámara de fertilización; spt: espermateca (Tomado de Twig y Yuval, 2005, 
con permiso de los autores). 
Existen numerosos estudios sobre los órganos de almacenamiento del esperma 
en tefrítidos (Tsubaki y Yamagishi, 1991; Gage, 1992; Yuval et al, 1996; Taylor y 
Yuval, 1999; Marchini et al., 2001). Tanto la cámara de fertilización como las 
espermatecas son órganos de almacenamiento de esperma y ambos son capaces 
de mantenerlo viable, aunque cada uno realiza una función diferente (Marchini et 
al., 2001; Twig y Yuval, 2005). La cámara de fertilización es un órgano de 
almacenamiento a corto plazo y punto de partida para su utilización en la 
fertilización, y las espermatecas son órganos de almacenamiento de los 
espermatozoides a largo plazo y desde el cual el esperma es movilizado al 
receptáculo ventral para satisfacer las necesidades a corto plazo (Twig y Yuval, 
2005). Las espermatecas son órganos quitinizados (Figura 4.2) con forma de pera 
con la parte distal redondeada y la proximal estrecha con unas espinas orientadas 
hacia el conducto del vertido (Cavalloro y del Río, 1970).  
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Figura 4.2: Espermatecas de C. capitata. A: Separación final abdomen de C. capitata; B: Visualización 
espermatecas (estructuras negras); C: Detalle espermatecas. 
Se ha demostrado que en condiciones de campo las hembras de C. capitata 
pueden reacoplarse (Bonizzoni et al., 2002, 2006), sin embargo, este fenómeno se 
ha asociado directamente a una transferencia incompleta de esperma, o a un 
agotamiento de éste (Miyatake et al., 1999; Mossinson y Yuval, 2003). En este 
sentido, la cantidad de esperma almacenado en el primer acoplamiento permite 
predecir la receptividad de las hembras hacia otros machos. Las hembras de C. 
capitata almacenan menos esperma cuando se acoplan primero con un macho 
estéril (Seo et al., 1990; Taylor y Yuval, 1999; Taylor et al., 2000, 2001; Mossinson 
y Yuval, 2003) y están más dispuestas a reacoplarse (Kraaijeveld y Chapman, 
2004). Lo mismo sucede cuando se acoplan con machos que se han alimentado 
sólo a base de azúcar (Taylor y Yuval, 1999) en comparación con los alimentados 
con azúcar y proteína (Blay y Yuval, 1997; Yuval et al., 2002). Además se ha 
demostrado que las hembras tienden a reacoplarse durante los dos días 
siguientes al primer acoplamiento si previamente lo han hecho con un macho 
estéril (Mossinson y Yuval, 2003), y que, la exposición al aroma del aceite de 
jengibre confiere a los machos mayor ventaja sobre sus competidores no 
expuestos (Shelly et al., 2004 a, b).  
En este sentido, las características del tracto reproductor femenino definen la 
forma en que compiten los eyaculados de machos rivales tras la cópula. La 
utilización de la cámara de fertilización (como órgano de gestión del esperma) 
permite a las hembras conservar en las espermatecas el esperma viable y 
aumentar así su periodo refractario posponiendo así su siguiente cópula (Twig y 
Yuval, 2005). 
A 
C 
B C 
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Por lo tanto, una forma más rápida de medir la eficacia de los programas TIE, es 
decir, un indicador directo del éxito de acoplamiento de los machos estériles con 
las hembras salvajes sería comprobar la presencia y el origen del esperma en las 
espermatecas de las hembras salvajes de C. capitata.  
En los programas TIE, es importante poder distinguir la población endógena de las 
moscas liberadas, y el DNA mitocondrial puede ser utilizado para estos propósitos. 
Las líneas GSS de C. capitata utilizadas en los programas TIE poseen un 
haplotipo mitocondrial particular (Figura 4.3) ausente en poblaciones de la mayor 
parte del mundo (Spanos et al., 2000; Franz, 2002), que ha servido como 
marcador en dichas líneas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3: Mapa de restricción del DNA mitocondrial de C. capitata. En morado, los sitios de restricción 
característicos de la línea EgII. En el recuadro se indica la posición del sitio de resctricción HaeIII de 
interés. 
Este DNA mitocondrial (mtDNA), circular y de alrededor 15kb, posee 4 sitios de 
restricción polimórficos particulares: EcoRV, XbaI, MnII y HaeIII. Estos sitios de 
restricción pueden estar presentes (=A) o ausentes (=B), aunque el caso de MnII 
es más complicado ya que este enzima reconoce varios sitios en el genoma 
mitocondrial. Las líneas GSS, entre ellas las Vienna tsl, presentan el haplotipo 
EcoRV
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XbaI
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HaeIII
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mitocondrial AAAA (las enzimas están en el mismo orden que el arriba 
mencionado). Este haplotipo se descubrió en la línea salvaje de Egipto EgII, y 
resultó ser muy útil ya que presentaba una combinación rara, en concreto el tipo A 
para HaeIII (IAEA, 2001). Aunque este marcador se introdujo en principio para 
poder detectar contaminaciones en las líneas GSS, también puede ser empleado 
para determinar posibles escapes de moscas GSS fértiles en campo. 
Así pues, el objetivo de este trabajo es desarrollar un método molecular que 
permita comprobar los acoplamientos con machos salvajes o estériles de las 
hembras salvajes de C. capitata a partir del esperma almacenado en las 
espermatecas de las hembras. 
4.1 Material y métodos 
4.1.1 Líneas de Ceratitis capitata y condiciones de cría 
4.1.1.1 Tipo salvaje 
Los adultos de C. capitata se obtuvieron de la colonia IVIA 2002. Los adultos se 
alimentaron con dieta de adultos a base de azúcar y proteína hidrolizada (Biokar 
Diagnostics Co.) en la proporción 4:1 (p:p) y agua. En todos los ensayos, a no ser 
que se describa de otra manera, los adultos se mantuvieron en las condiciones 
descritas anteriormente (Capítulo II). 
4.1.1.2 Tipo estéril 
Para los ensayos de este capítulo, se utilizaron dos líneas Vienna tsl, en primer 
lugar la línea Vienna 7 tsl y posteriormente la Vienna 8 tsl. El cambio de línea se 
produjo paralelamente al establecido en la Comunidad Valenciana en las zonas de 
ensayo de la técnica TIE. La razón del cambio fue el poder trabajar con la misma 
línea que se utiliza actualmente en las liberaciones de machos estériles.  
Los machos estériles de la línea Vienna 7 tsl se obtuvieron a partir de pupas 
irradiadas a 90 Gy procedentes de la biofábrica de Madeira (Portugal) mientras 
que los machos Vienna 8 tsl se obtuvieron a partir de pupas irradiadas a 90 Gy, de 
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la biofábrica de Mendoza (Argentina). En ambos casos las pupas se recibieron en 
hipoxia y teñidas con el polvo fluorescente 'Dayglo® pink' (que permanece en los 
adultos al emerger), para diferenciarlos visualmente de los machos tipo salvaje 
(Figura 4.4).  
  
Figura 4.4: Emergencia de un adulto Vienna 7 tsl con el cuerpo recubierto del tinte 'Dayglo® pink'. 
Los adultos se mantuvieron en oscuridad a 19ºC durante 5 días para disminuir su 
actividad (Cáceres, 2002) y se alimentaron con una dieta consistente en 16,4% 
azúcar, 1,5% agar (Pronadisa) y 0,1% metilo p-hidroxibenzoato (Sigma Chemical 
Co.) en agua destilada (Dyck et al, 2005). 
Ambas líneas Vienna tsl presentan los marcadores wp y tsl en el cromosoma 5, 
ligados a la translocación T(Y,5). La posición de la translocación varía en cada 
línea (Figura 1.8). Además, la línea Vienna 8 tsl presenta una inversión D53 
(Capítulo I, Apartado 1.2.2.1). Ambas líneas comparten el haplotipo mitocondrial 
AAAA (Franz, 2002).  
4.1.2 Obtención de hembras y machos vírgenes  
Para todos los ensayos, se utilizaron hembras y machos procedentes de la colonia 
IVIA 2002, de ahora en adelante denominados salvajes. Como en estado de pupa 
no es posible diferenciar las hembras de los machos (al contrario de lo que sucede 
en D. melanogaster o en las líneas GSS de C. capitata), y con el fin de obtener 
una cohorte de adultos vírgenes, las pupas a punto de emerger se introdujeron 
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individualmente en tubos eppendorf de 1,5 ml, perforados en la parte superior 
(Figuras 4.5 y 4.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5: Separación de pupas justo antes de la 
emergencia en tubos eppendorf. 
Figura 4.6: Emergencia de adultos y sexado. 
Detalle del orificio para la ventilación. 
Una vez emergidos los adultos, se procedió al sexado con el fin de obtener el 
mayor número posible de hembras vírgenes y de machos. Machos y hembras se 
mantuvieron separados en jaulas de metacrilato ventiladas (20 x 20 x 20 cm) 
(Figura 4.7). Estas jaulas tenían en una de las caras un orificio de 15 cm de 
diámetro, cubierto por una manga de muselina por donde se aspiraban los adultos, 
y otra de las caras sellada con muselina (18 x 18 cm) como sistema de ventilación. 
En cada jaula se añadió la alimentación de adultos en una placa Petri de 55 cm de 
diámetro y agua ad libitum mediante un frasco lavador de plástico con una mecha 
absorbente. Los machos y las hembras se aislaron en salas diferentes (para evitar 
posibles efectos feromonales) hasta alcanzar la madurez sexual. 
 
Hembra
Ventilación tubos
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Figura 4.7: Unidades experimentales conteniendo a las hembras vírgenes, aisladas de los machos, y 
alimentadas con azúcar y proteína (4:1, p:p). 
4.1.3 Ensayos de acoplamiento en laboratorio 
Para estos ensayos se separaron alrededor de 1.000 pupas y se definieron 3 
unidades experimentales. En cada una de ellas se introdujeron 50 hembras 
vírgenes de 10 días de edad. En la primera unidad experimental se introdujeron 50 
machos salvajes de 7 días de edad; en la segunda, 50 machos estériles de 5 días 
de edad (Dyck et al., 2005) y en la tercera, 50 machos salvajes de 7 días de edad 
y 50 machos estériles de 5 días de edad. En todos los casos, se introdujeron 
primero los machos para que se estableciesen, y 30 minutos después, las 
hembras. 
De cada unidad experimental se realizó una repetición con la línea Vienna 7 tsl y 3 
repeticiones con la línea Vienna 8 tsl. Las parejas que se iban formando se 
retiraron de la jaula con un aspirador entomológico y se introdujeron en tubos de 
ensayo de cristal de 20 ml, cerrados con algodón para permitir la entrada de aire, y 
se dejaron hasta que finalizasen la cópula. Una vez finalizada, las parejas se 
congelaron y se anotó si las hembras habían sido acopladas por un macho estéril 
o salvaje. Las dos primeras unidades experimentales sirvieron como controles 
positivos, ya que se sabía exactamente si la hembra se había acoplado con un 
macho estéril o con uno salvaje. En la tercera, los machos estériles se 
diferenciaron de los salvajes ya que estos primeros estaban teñidos. Las hembras 
se conservaron en etanol al 70% a 4ºC hasta la extracción del DNA total, o del 
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DNA de las espermatecas. Las hembras obtenidas en estos ensayos sirvieron 
para la puesta a punto de los marcadores moleculares. 
4.1.4 Ensayo de acoplamiento en campo 
Para este ensayo se separaron alrededor de 8.000 pupas tipo salvaje y se 
introdujeron individualmente en tubos eppendorf de 1,5 ml (Figuras 4.5 y 4.6) tal y 
como se explica en el apartado 4.1.2. El día de la emergencia de los adultos se 
separaron los machos y las hembras en grupos de 700 y se colocaron en las 
jaulas de metacrilato descritas anteriormente (Figura 4.7). Para todos los ensayos 
se realizaron varias jaulas de repuesto con hembras solamente, ya que si se 
detectaba la presencia de un solo macho toda la jaula era descartada. 
Los machos Vienna 8 tsl se colocaron en cajas de plástico (25 x 25 x 8 cm) 
ventiladas en la parte superior con muselina. Se introdujeron 1.400 pupas/caja, 
para asegurar la emergencia de alrededor de 1.000 adultos por caja y en total se 
prepararon 9 cajas. Machos y hembras se mantuvieron separados. Todos los 
adultos se mantuvieron en las mismas condiciones de alimentación, temperatura, 
humedad y fotoperiodo que las descritas anteriormente hasta alcanzar la madurez 
sexual, a excepción de que en este caso los machos Vienna 8 tsl se expusieron (el 
día previo al ensayo) a la aromaterapia del aceite de jengibre durante 3 horas 
impregnando 100 µl de esta sustancia en papel de filtro (2 x 2 cm) que se colocó 
sobre las cajas ventiladas (un papel impregnado por caja). La exposición al aroma 
del aceite de jengibre aumenta la competencia sexual (Shelly et al., 2004b) y en la 
Comunidad Valenciana al igual que en otras regiones se está estudiando la 
aplicación de este tipo de aromaterapia en las liberaciones para mejorar la eficacia 
de los machos estériles en competición con los salvajes tras su liberación en 
campo. 
El ensayo se realizó en una parcela del IVIA (Moncada, Valencia) con clementinos. 
Cada uno de los clementinos utilizados en el ensayo estaba rodeado con un 
armazón metálico de 3,75 x 3,45 m de base y 3,65 m de altura. Cada armazón se 
cubrió con una malla anti-trips de plástico de 12 x 12 filamentos por cm2 (Figura 
4.8). Antes de la liberación, se retiraron todos los frutos de los árboles y los caídos 
Capítulo IV 
 
 
 84
al suelo para evitar la atracción y oviposición de las hembras sobre estos frutos. El 
ensayo se realizó en el mes de junio de 2006 y la temperatura media para este 
ensayo fue de 26ºC, oscilando entre 20-31ºC.  
  
Figura 4.8: Mallas cubriendo los clementinos donde se liberaron los adultos salvajes y estériles de C. 
capitata. 
Se definieron las mismas unidades experimentales que en el ensayo en 
laboratorio con algunas modificaciones. En cada una de ellas se introdujeron 
700 hembras salvajes vírgenes de 10 días de edad. En la primera unidad 
experimental se introdujeron además, 700 machos salvajes de 7 días de edad; en 
la segunda 700 machos estériles de 5 días de edad y en la tercera 7.000 machos 
estériles de 5 días de edad y 700 machos salvajes de 7 días de edad (ratio 10:1 
recomendado por la IAEA; Itô y Yamamura, 2005). En este ensayo los machos 
también se introdujeron en las jaulas en primer lugar para que fuesen capaces de 
dispersarse y establecer sus territorios y 30 minutos después, las hembras. No se 
les suministró alimentación complementaria durante la duración del ensayo. 
Tras 24 horas, se colgó una trampa Tephri-trap® (Kenogard S.A., Barcelona, 
España), cebada con Tri-pack® (Sorygar, S.L., Madrid, España) y el insecticida 
diclorvos® (Biagro, S.L., Valencia, España) en cada uno de los clementinos. Las 
trampas se mantuvieron 24 horas más en el árbol. Transcurrido ese tiempo, los 
individuos capturados se retiraron de las trampas y se separaron por sexos, 
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conservándolos en etanol al 70% a 4ºC. Las hembras se transfirieron a agua 
destilada 24 horas antes de la extracción de las espermatecas. 
4.1.5 Tiempo de detección de esperma en condiciones 
de campo 
El procedimiento seguido para la obtención de las hembras vírgenes y de los 
machos, así como los ensayos de acoplamiento, fueron los mismos que los 
descritos anteriormente en condiciones de laboratorio salvo que en este caso sólo 
se consideraron 2 tipos de acoplamientos: 1) 50 hembras salvajes vírgenes con 
50 machos salvajes y 2) 50 hembras salvajes con 50 machos Vienna 8 tsl. Se 
realizaron 3 repeticiones por ensayo para cada tipo de acoplamiento, ya que se 
querían probar tres tiempos diferentes de permanencia en campo. Una vez 
concluida la cópula, las hembras se congelaron a -80ºC y a continuación, las 
150 hembras de cada ensayo se introdujeron en grupos de 50 en 3 trampas 
Tephri-trap® (una trampa por cada tipo de ensayo) selladas con muselina y 
cebadas (Tri-pack® y diclorvos®). Las 3 trampas se colocaron en un clementino de 
una parcela del IVIA. Tras 1, 3 y 7 días se recogió de cada trampa un grupo de 
50 hembras. El ensayo se realizó en el mes de julio de 2006 y la temperatura 
media de este ensayo fue de 29ºC, y el rango de temperaturas osciló entre 18-
33ºC. Como en los ensayos anteriores, las muestras se conservaron en etanol al 
70% a 4ºC hasta la extracción de las espermatecas. 
4.1.6 Extracción espermatecas 
La extracción de espermatecas (Figura 4.2) se realizó bajo lupa binocular (Leica 
Microsystems) en condiciones estériles. Para ello, cada par de espermatecas se 
extrajo con un juego de pinzas que se esterilizaron bajo llama con etanol. Con la 
ayuda de las pinzas se separaron las espermatecas del resto del tejido evitando 
apretarlas para no vaciar su contenido. Una vez separadas, se depositaron en un 
tubo eppendorf de 1,5 ml, al que previamente se le había añadido el tampón de 
extracción de DNA (Ver apartado 4.1.7). 
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4.1.7 Extracción de DNA 
La extracción del DNA a partir de individuos enteros ó partes del individuo 
(cabeza, tórax y abdomen) se realizó según el método de ‘Salting out’ (Sunnucks y 
Hales, 1996). Las moscas se fueron introduciendo en tubos eppendorf estériles de 
1,5 ml (1 mosca/tubo) que contenían 100 µl de solución de extracción y 
homogeneizando con la ayuda de unas varillas de polipropileno. 
Para la extracción del DNA de las espermatecas fue necesario deshidratar en 
primer lugar las hembras en etanol al 70% durante 24 horas (mínimo) a 4ºC. 
Transcurrido ese tiempo, las moscas se rehidrataron en H2O durante 24 horas 
(máximo) a 4ºC. Una vez extraídas las espermatecas, la extracción del DNA 
contenido en éstas se realizó utilizando el mismo protocolo, pero al tampón de 
extracción se le añadió DTT al 0,1%, ya que este agente reductor favorece la 
acción de la proteinasa K, lo que nos permitió aislar el DNA de los 
espermatozoides (Gill et al., 1985). La concentración de DNA se midió con el 
espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 UV-VIS (Agilent Tech., Palo Alto, CA, USA) 
y se ajustó a 5-10 ng/µl para la amplificación mediante PCR. 
4.1.8 Detección de esperma  
Para la detección de esperma dentro de la hembra fue necesario diseñar un 
marcador exclusivo del esperma. Como machos y hembras comparten el genoma, 
la única parte diferencial entre sexos es la parte específica de machos del 
cromosoma Y. De las bases de datos (GeneBank y EMBL) se recuperaron 
4 secuencias específicas del cromosoma Y de C. capitata: AF071418, AF115330, 
AF116531 y AF154063 (Zhou et al., 2000), que se utilizaron para diseñar el 
marcador. El marcador denominado CcYsp, está definido por dos cebadores 
diseñados sobre el alineamiento de las anteriores secuencias específicas del 
cromosoma Y. El alineamiento se realizó mediante el programa GeneDoc 
(Nicholas et al., 1997), aplicando el algoritmo MSA con los siguientes valores de 
coste: 8 para apertura de gap, 4 para extensión de un gap, y 20 por extensión 
constante, utilizando la matriz Blossum 62 para el cálculo. En el alineamiento 
generado, se localizó el núcleo del elemento repetitivo A-T, como describen Zhou 
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et al. (2000) para una de las secuencias. Una vez localizado el núcleo de la 
repetición se seleccionó la secuencia consenso del alineamiento para diseñar los 
cebadores mediante el programa OLIGO v4 (Rychlik, 1992) fuera de la repetición. 
Mediante este programa se localizaron varios oligos (CcY2-dir 5'-TGT CGG TAA 
GTG TTT GGG AAT CAC-3', CcY2-rev 5'-GTT TCG GTC AAT AGC AAT AGT TG-
3', CcYsp-5'dir 5'-CGA AGC CAG ACA TAC ACG AGG AG-3' y CcYsp-3'rev 5'-
ACA CTT ACC GAC ATT GAT TCC TG-3') que en combinación permitirían 
obtener un único producto de PCR a diferencia del par de cebadores Y114-dir 5’-
TGC CAA AGC ACT ATC TTC GGA AG-3’, Y114-Rev 5’-GAC GGT AAG TGT 
CAT TCG TTA CGG-3’ (Zhou et al., 2000), también ensayados. Para la puesta a 
punto de las condiciones de PCR con dichos cebadores, se utilizó en primer lugar 
DNA total de machos salvajes y de machos de la línea Vienna tsl como molde para 
la amplificación, y hembras salvajes como controles negativos. Además, para 
establecer la temperatura óptima de anillamiento (medida mediante intensidad de 
bandas en posterior gel de agarosa) se realizó primero una PCR con gradiente de 
temperatura (Mastercycler ep Gradient de Eppendorf) en la cual la temperatura de 
anillamiento osciló entre los 50 y 60ºC. La PCR se realizó en un volumen final de 
20 µl con Tampón Taq 1x (MgCl2 2 mM, Biotools) dNTPs 300 nM, 0,75 u Taq 
polymerasa (Biotools), 10 pmol de cada cebador, y 10 ng de DNA total. Las 
condiciones de amplificación fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalización a 
94ºC durante 5 minutos, 30 ciclos a 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 
30 segundos y 72ºC durante 30 segundos, seguidos por un ciclo de extensión final 
a 72ºC durante 4 minutos. Los productos de la PCR se analizaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa D-1 low EEO (Pronadisa, Sumilab S.L., Madrid, 
España) al 2% en TBE 0,5x (Tris base 89 mM, ácido bórico 89 mM y EDTA 2 mM).  
4.1.9 Discriminación entre la línea tipo estéril y la tipo 
salvaje 
Para determinar el tipo de esperma, se desarrolló un marcador PCR-RFLP sobre 
un polimorfismo mitocondrial (Figura 4.3) encontrado en la línea EglI que ha 
servido de base para la creación de las líneas Vienna GSS y que está 
prácticamente ausente en el resto del mundo (Spanos et al., 2000).  
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Se diseñaron varios cebadores: Ccmt1-dir 5'-TCA ATG ATG ACG TGA TGT ATC 
TC-3', Ccmt1-rev 5'-TGA TTT CAT TCA TGG TAT AGT CC-3' Ccmt5495 5'-AAA 
TCA CCA CTT TGG ATT TGA AGC-3' y Ccmt5827 5'-TGA AAA TGG TAA ACG 
TGA AGA GG-3', utilizando el programa Oligo v4 sobre el genoma mitocondrial de 
C. capitata (AJ242872), en las regiones flanqueantes de tRNA-Gly que presentan 
el sitio polimórfico HaeIII. Los cebadores se probaron con DNA total procedente de 
machos salvajes y machos Vienna 7 y 8 tsl. Las condiciones de amplificación por 
PCR se fueron ensayando y ajustando a las utilizadas con el otro marcador. Las 
muestras de PCR se digirieron con la endonucleasa de restricción HaeIII (Takara). 
Para la digestión se utilizó un cuarto del producto de PCR con 5 unidades de la 
nucleasa HaeIII y las muestras se incubaron a 37ºC durante 2 horas. Los 
productos de PCR y de PCR-HaeIII se analizaron mediante electroforesis en gel 
de agarosa D-1 low EEO al 2% en TBE 0,5x. 
4.2 Resultados 
4.2.1 Desarrollo de los marcadores 
Los marcadores desarrollados, Ccmt y CcYsp, amplificaron correctamente sobre 
DNA total procedente de individuos enteros y permitió la discriminación entre 
machos y hembras, y entre las líneas IVIA 2000 y Vienna tsl (7 y 8) conforme se 
describe a continuación. 
En el caso del par de cebadores Ccmt1 (directo y reverso), la PCR dio positiva 
para todas las muestras de hembra salvaje, macho salvaje y macho estéril Vienna 
8 tsl (Figura 4.9). Al digerirse el producto de PCR de todas ellas con el enzima de 
restricción HaeIII, sólo en el caso de los machos Vienna tsl (7 y 8) se obtuvo un 
patrón de bandas diferente (2 bandas en vez de una única banda).  
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Figura 4.9: Análisis por electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE 0,5x de los resultados de PCR y 
PCR-RFLP del marcador Ccmt1. M: Marcador MXIV 100 pb (Roche). Carrera 1-2: DNA ♀ línea salvaje 
(IVIA). 3-4: DNA ♂ línea salvaje (IVIA). 5-6: DNA ♂ Vienna tsl. Las marcadas con d indican que la 
muestra ha sido digerida con HaeIII. 7 a 11: DNA espermatecas ♀ salvaje IVIA acoplada con Vienna 8 
tsl digerido con HaeIII. 
Con los cebadores Ccmt5495 y Ccmt5827 también se obtuvo amplificación y por lo 
tanto se pudo también diferenciar entre DNA de la línea Vienna tsl y de la línea 
salvaje. Sin embargo, cuando se utilizó en extracciones de DNA de espermatecas, 
el par Ccmt1 (dir y rev) amplificó preferentemente el DNA de la hembra, lo cual no 
permitió determinar el tipo de esperma acumulado. El marcador Ccmt quedó 
definido por los cebadores Ccmt5495 y Ccmt5827, junto con el enzima HaeIII, 
dando como resultado una única banda de 330 pb en el caso de DNA de línea 
salvaje (Figura 4.10, carreras 5 y 7), y de dos bandas de 190 y 140 pb en el caso 
de DNA tipo Vienna tsl (Figura 4.10, carrera 9). 
En el caso del marcador CcYsp, éste quedó definido por la utilización del par de 
cebadores CcYsp-5'dir y CcYsp-3'rev ya que el resto de combinaciones de 
cebadores no ofreció resultados satisfactorios. Con este marcador, sobre DNA de 
hembras no se obtuvo ninguna banda (Figura 4.10 carrera 1), pero tanto en el 
caso de los machos de la línea Vienna 8 tsl y de la línea salvaje (Figura 4.10, 
carreras 2 y 3 respectivamente) se obtuvo un patrón multibandas, indicando que 
efectivamente, este marcador permite detectar la presencia del cromosoma Y que 
es exclusivo de los machos.  
 
 M        1          2         3         4         5        5d        6        6d         7         8        9        10        11        M 
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Figura 4.10. Análisis y validación por electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE 0,5x de los 
resultados de PCR y PCR-RFLP de los marcadores Ccmt1 y CcYsp. La figura se puede diferenciar 
entre sexos y líneas. 1 a 3: marcador CcYsp, que nos permitió discriminar entre hembras (carrera 1) y 
machos (carreras 2 y 3) independientemente de la línea. 4 a 9: marcador Ccmt (las pares 
corresponden al producto de PCR y las impares al producto de PCR digerido con el enzima HaeIII). 
DNA ♀ salvaje (carreras 1, 4 y 5), DNA ♂ salvaje (carreras 2, 6 y 7) y DNA ♂ Vienna 8 tsl (carreras 3, 
8 y 9). 1, M: marcador de peso molecular conocido de 100 pb (Invitrogen Co). Ccmt amplifica un 
fragmento de 330 pb que engloba el sitio polimórfico HaeIII. La línea Vienna 8 tsl presenta este sitio 
polimórfico entre los dos cebadores Ccmt, dando lugar a dos bandas de 190 y 140 pb tras la digestión 
con HaeIII (carrera 9).  
Una vez puestas a punto las condiciones de amplificación sobre el DNA total, se 
realizó la PCR con los dos marcadores sobre el DNA obtenido de las 
espermatecas de hembras salvajes que se habían acoplado con machos salvajes 
o con machos Vienna tsl. La aplicación de los dos marcadores en estos ensayos 
dio lugar en este caso a 3 patrones de bandas diferentes: Patrones A, B y C 
(Figura 4.11). 
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Figura 4.11: Comprobación por electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE 0,5x de los diferentes 
patrones obtenidos. M: marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). Las carreras 2, 6 y 10 
corresponden al marcador CcYsp. Las carreras 3, 7 y 11 al marcador Ccmt y las carreras 4, 8 y 12 a 
Ccmt-HaeIII. En cada caso (patrón), el DNA utilizado procede de las espermatecas de hembras 
acopladas con ♂ salvaje (A), ♂ estéril (Vienna tsl) (B), y no acoplada/virgen (C). 
Los tres patrones correspondieron a los siguientes casos: 
- Patrón A: la hembra salvaje ha sido acoplada por un macho salvaje 
(CcYsp y Ccmt positivos; Ccmt-HaeIII negativo) con transferencia de 
esperma. 
- Patrón B: La hembra salvaje ha sido acoplada por un macho Vienna 
(CcYsp y Ccmt positivos; Ccmt-HaeIII positivo) con transferencia de 
esperma. 
- Patrón C: la hembra salvaje no se ha acoplado o la cantidad de esperma 
extraída de las espermatecas es muy pequeña para poder ser detectada 
(CcYsp y negativo; Ccmt positivo y Ccmt-HaeIII, negativo) (transferencia 
incompleta de esperma). 
Una vez determinados los diferentes patrones se intentó reducir la manipulación 
de las hembras para facilitar la aplicación de este método en condiciones reales de 
aplicación de la TIE (muestreos de un gran número de hembras por 
parcela/trampa). Para ello, se procedió a la aplicación de ambos marcadores en 
M        2         3         4        M        6        7        8         M       10      11       12       M 
             Patrón A                        Patrón B                        Patrón C 
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hembras acopladas con machos Vienna tsl utilizando para la extracción de DNA, el 
cuerpo entero, el abdomen o el final del aparato reproductor junto con los últimos 
metámeros del abdomen. Como se observa en la Figura 4.12, ninguna de las 
muestras se digirió. Además, con el marcador CcYsp, la PCR dio negativa, a pesar 
de que las hembras habían sido acopladas y habían acabado la cópula. En 
ninguno de los tres casos se llegó a detectar presencia de esperma. 
 
Figura 4.12: Comprobación del marcador Ccmt-HaeIII sobre: 2) abdomen ♀ virgen; 3) últimos 
metámeros abdomen ♀ virgen; 4) ♀ acoplada con ♂ salvaje, últimos metámeros abdomen; 5) ♀ 
acoplada con ♂ salvaje, abdomen; 6) ♀ acoplada con ♂ Vienna tsl, entera; 7) ♀ acoplada con ♂ Vienna 
(7 u 8 tsl), abdomen; 8) ♀ acoplada con ♂ Vienna (7 u 8 tsl), últimos metámeros; M) marcador de peso 
molecular 100pb (Invitrogen). 
4.2.2 Ensayos de acoplamiento en campo 
Ensayos similares a los de acoplamiento realizados en laboratorio se llevaron a 
cabo en condiciones de campo. En estos ensayos se obtuvieron también los tres 
patrones de bandas esperados. En los 3 ensayos, el porcentaje de acoplamiento 
detectado fue superior al 90%. Todas las hembras analizadas que habían sido 
acopladas por machos salvajes o Vienna tsl presentaron el patrón A o B, 
respectivamente. En el tercer ensayo, en el que se introdujo una mezcla de 
machos salvajes y de machos Vienna 8 tsl en el ratio 10:1 recomendado por la 
IAEA para los programas TIE, de las 33 hembras identificadas como acopladas, 22 
(67%) tenían almacenado en sus espermatecas esperma de tipo Vienna tsl (Tabla 
4.1). 
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Tabla 4.1: Detección de esperma y de su origen en hembras salvajes acopladas en ensayos de campo. 
Origen esperma Tipo ensayo 
acoplamiento 
Nº ♀ analizadas
Nº ♀ acopladas 
(CcYsp +) salvaje (Ccmt-
HaeIII -) 
Vienna (Ccmt-
HaeIII +)  
♀ salvaje X ♂ 
salvaje 
27 25 25 0 
♀ salvaje X ♂ 
(salvaje+ 
Vienna) 
36 33 11 22 
♀ salvaje X ♂ 
Vienna 
43 41 0 41 
4.2.3 Tiempo de detección de esperma en condiciones 
de campo 
El ensayo se desarrolló para poder establecer el intervalo de tiempo en el cual es 
posible detectar el esperma en las hembras que han caído en las trampas de 
monitoreo, basándose en el tipo de trampas utilizadas y en los calendarios de 
monitoreo de las zonas mediterráneas. Los resultados obtenidos para las hembras 
analizadas fueron los siguientes (Tabla 4.2). 
Tabla 4.2: Patrones de DNA obtenidos para los marcadores CcYsp y Ccmt-HaeIII, en hembras 
acopladas con machos salvajes o estériles en condiciones de campo, a diferentes días. 
 Tipo salvaje Vienna tsl 
 Nº ♀ 
analizadas 
Patrón A Patrón C 
Nº ♀ 
analizadas 
Patrón B Patrón C 
Día1 50 50 0 50 47 0 
Día 3 50 43 3 50 48 0 
Día 7 50 38 5 50 48 0 
En el ensayo de acoplamiento de hembras salvajes por machos salvajes, de las 
50 muestras analizadas correspondientes al día 1, todas presentaron el patrón A 
(CcYsp, Ccmt positivos; Ccmt-HaeIII negativo) y para los cruces con Vienna 8 tsl, 
de las 50 analizadas, 47 presentaron el patrón B (CcYsp, Ccmt positivos, Ccmt-
HaeIII positivo). En ninguno de los casos se obtuvo un patrón C, lo que indica que 
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hubo transferencia de esperma en todos los acoplamientos. El día 3, en el caso de 
los cruces salvajes, 43 muestras presentaron el patrón A y 3 el patrón C, mientras 
que en el caso de los cruces con Vienna 8 tsl, 48 de las muestras presentaron el 
patrón B y ninguna el C. El día 7, 38 muestras presentaron el patrón A y 48 el 
patrón B para los cruces con los machos salvajes y los macho Vienna tsl 
respectivamente. En todos los casos, la diferencia entre el número de muestras 
analizadas y los dos patrones para cada caso (A y C, o B y C) indican que no se 
ha detectado DNA, que se puede haber perdido durante las extracciones. Con los 
cruces estériles no se obtuvo de nuevo ningún patrón C indicando que en todos 
los casos se ha producido transferencia de esperma. 
4.3 Discusión  
El método desarrollado se basa en la aplicación de dos marcadores mediante 
PCR, el CcYsp, que permite detectar la presencia de cromosomas Y y el Ccmt que 
permite discriminar ente los machos de la línea salvaje y de la línea Vienna tsl 
(Figura 4.10). Los dos marcadores Ccmt-HaeIII diseñados permitieron discriminar 
entre la línea salvaje y las líneas Vienna tsl, sobre DNA total con total fiabilidad. 
Sin embargo, al aplicar el marcador Ccmt1 sobre el DNA de espermatecas no 
siempre se obtuvieron los resultados esperados, es decir que el marcador no era 
siempre fiable ya que para muestras procedentes del cruce con un macho Vienna 
tsl y que habían dado positivas para CcYsp daban negativas para Ccmt-HaeIII. 
Esto podría ser debido al gran tamaño del marcador Ccmt1 (≈1100 pb) ya que con 
muchas otras técnicas moleculares es aconsejable trabajar con fragmentos de 
amplificación más pequeños. Con el par de cebadores para Ccmt5495 y Ccmt5827 
los resultados siempre fueron los esperados.  
Este método requiere por lo tanto la utilización de dos marcadores CcYsp y Ccmt, 
y permite obtener tres patrones diferenciales. En el caso del marcador CcYsp, éste 
ha quedado definido por la utilización del par de cebadores CcYsp-5'dir y CcYsp-
3'rev. En el caso del marcador Ccmt, ha quedado definido por los cebadores 
Ccmt5495 y Ccmt5827, junto con el uso del enzima HaeIII. Este método es más 
eficaz cuando se utilizan las espermatecas como fuente de DNA.  
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El método molecular desarrollado es por lo tanto un método fiable que permite 
determinar el éxito de acoplamiento entre las hembras salvajes y los machos 
estériles Vienna tsl. La simplicidad (únicamente dos PCR), junto con la posibilidad 
de detectar el esperma de los machos estériles Vienna 8 tsl en las espermatecas 
de hembras que han permanecido muertas en condiciones de campo hasta 7 días 
sugieren que podría ser una buena herramienta de control en los programas TIE a 
gran escala. En los programas TIE, el monitoreo de las trampas se lleva a cabo 
semanalmente o quincenalmente, dependiendo de cada región. Este tipo de 
monitoreo se realiza con trampas cebadas con Trimedlure®, que permiten calcular 
el ratio de machos salvaje:estéril, y con trampas cebadas con Tripack® que se 
utilizan para el seguimiento de la población salvaje. El método desarrollado se 
podría integrar perfectamente con estos intervalos de muestreo. Además, 
económicamente el método resulta viable, en cuanto a coste económico (alrededor 
de 1,5 euros por muestra) y en cuanto a tiempo (la extirpación de las 
espermatecas, la extracción de DNA, las amplificaciones por PCR, y las 
digestiones con enzima HaeIII de 200 muestras requiere dos días de trabajo). La 
selección de las espermatecas como órganos para la extracción de DNA se debe 
a la función de almacenaje a largo plazo del esperma (Twig y Yuval, 2005). 
Además, la obtención de resultados negativos al probar con otras parte del cuerpo 
de las hembras (cuerpo entero, abdomen-entero o parcial) hacen necesaria la 
utilización de estos órganos.  
El éxito de acoplamiento de machos estériles se ha determinado en diferentes 
programas TIE con un ratio inferior al 50% en competición con los salvajes 
(Kraaijeveld y Chapman, 2004; Dyck et al., 2005) mediante observaciones directas 
en jaulas en campo. Estas medidas sólo tienen en cuenta la elección del macho 
por las hembras, pero no comprueban la transferencia del esperma que no se 
produce en numerosos casos (Taylor et al., 2000). Con la técnica diseñada, sí que 
se tiene en cuenta esto último, ya que se puede medir el porcentaje de hembras 
que han almacenado esperma en sus espermatecas. Aún así, el alto porcentaje de 
acoplamientos (67%) con machos estériles en comparación con otros más bajos 
obtenidos por otros autores (Dyck et al., 2005; Kraaijeveld et al., 2005) en el 
ensayo de campo podría explicarse de dos maneras. Por un lado, pudo deberse a 
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que en el intervalo que se dejó para que las hembras se acoplasen se produjeran 
reacoplamientos aunque de haberse producido, sólo explicaría el 1-10% de 
acuerdo al porcentaje de reacoplamiento detectado por otros autores. Por otro 
lado, este aumento podría explicarse por el efecto beneficioso de la exposición al 
aroma del aceite de jengibre que induce a los machos a competir con mayor 
eficacia (Shelly et al., 2004a,b). 
Los dos métodos existentes para la evaluación del éxito de acoplamiento entre 
machos estériles y salvajes, es decir el método de medición de la cabeza del 
esperma de McInnis (1993) y el basado en el desarrollo de los huevos de hembras 
en campo (McInnis, 1993; McInnis et al., 1994; IAEA, 1999; Katsoyannos et al., 
1999b) permiten determinar el éxito de acoplamiento de los machos estériles. El 
de McInnis (1993), se basa en que la cabeza de los espermatozoides de los 
machos estériles es significativamente más corta que la de los salvajes, por lo que 
se puede determinar la distribución del tamaño de los espermatozoides 
acumulados en las espermatecas. Una distribución normal indica el origen de cada 
tipo de esperma, de acuerdo a la media. Además, la obtención de una distribución 
bimodal, indicaría la presencia de los dos tipos de esperma, sugiriendo la 
posibilidad de reacoplamiento. Sin embargo, la longitud de la cabeza del esperma 
depende de muchos factores (edad del macho, dosis de irradiación, y línea 
utilizada) lo que implica un estudio de la población salvaje de cada zona objeto de 
liberaciones. 
El segundo de los métodos, se basa en una estimación del número de huevos 
eclosionados en fruta de campo en las zonas de liberación (McInnis et al., 1994), o 
en dispositivos artificiales para forzar la puesta de las hembras (Katsoyannos et 
al., 1999b). Sin embargo, este trabajo resulta muy laborioso y en algunos casos, 
se introduce un margen de error muy grande ya que los huevos fecundados con 
esperma estéril pueden llegar a eclosionar pero no llegar al estado adulto 
(Robinson, 2005). 
El método desarrollado en este trabajo puede ser aplicado a diferentes líneas 
GSS. En concreto, fue probado también con éxito sobre diferentes líneas Vienna 7 
tsl (procedentes de Madeira y Argentina), y a diferentes dosis de irradiación (70, 
90, 140 Gy) (datos no mostrados). Además, otras líneas GSS procedentes de la 
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IAEA que se están empleando actualmente (Cáceres et al., 2004), las nuevas 
líneas transgénicas (Gong et al., 2005) o las líneas infectadas por Wolbachia 
(Zabalou et al., 2004) que se encuentran en fase de desarrollo en la IAEA (IAEA, 
2001, 2004, 2005) pueden ser también detectadas por este método molecular ya 
que los marcadores en los que se basa están diseñados en regiones que no se 
han visto modificadas por las transformaciones arriba mencionadas. Ccmt se ha 
desarrollado sobre DNA mitocondrial, y más concretamente sobre un haplotipo 
concreto que procede de la línea EgII, y sobre el que todas las demás líneas GSS 
se han desarrollado. Este haplotipo es casi único en el mundo a excepción de 
Egipto que es de donde procede y de una pequeña población de Grecia (IAEA, 
2001; Kourti, 1997), por lo que se puede diferenciar con esta técnica de las 
poblaciones salvajes. CcYsp se ha desarrollado sobre elementos repetidos 
localizados en el cromosoma Y (Zhou et al., 2000) y cualquier translocación sobre 
este cromosoma podría resultar en un patrón diferente, pero no invalidaría el 
método. 
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La información sobre la distribución de edad de los insectos salvajes es esencial 
para comprender la dinámica de poblaciones, la biología y el comportamiento de 
los insectos. En este contexto, la disponibilidad de métodos precisos para 
determinar la edad poblacional de los insectos adultos en campo, constituiría una 
buena herramienta para poder entender mejor su comportamiento y ecología, que 
en muchos casos se ven afectados por la edad. En concreto, la edad cronológica y 
fisiológica de una población de insectos tiene un importante impacto sobre la 
dinámica poblacional, ya sea sobre la tasa de crecimiento, sobre el 
comportamiento de los individuos o sobre la efectividad de los programas de 
control. Con respecto a la TIE, este tipo de herramientas permitirían optimizar la 
liberación de los machos estériles ya que ésta debe realizarse cuando en el campo 
haya una alta proporción de hembras sexualmente activas y lejos de su senectud. 
El estado de los machos estériles también debe coincidir con su madurez sexual y 
encontrarse alejados de su senectud.  
La estructura de edad de diferentes poblaciones de insectos ha sido determinada 
principalmente en dípteros y coleópteros. La mayoría de las técnicas que 
establecen una clasificación por edades dentro de una población se han basado 
en los cambios que se producen en el sistema reproductivo de los insectos, en el 
deterioro de la cutícula o en los cambios somáticos (Saunders, 1960; Hayes y 
Wall, 1999). Determinar la edad fisiológica de algunos dípteros como Lucilia 
cuprina (Wiedemann), o algunas especies de la mosca tsé-tsé (Glossina spp) ha 
sido posible mediante la medición del estado de los ovarios (Hayes y Wall, 1999).  
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Las técnicas que se han descrito hasta ahora para determinar la madurez sexual y 
la edad poblacional de C. capitata en campo suelen ser complicadas y costosas 
en términos de tiempo (Camin et al., 1991).  
Los procesos biológicos, como el crecimiento celular o la organogénesis en 
eucariotas, están mediados por programas de expresión diferencial génica. Como 
se ha descrito en la introducción general, el envejecimiento es el conjunto de 
cambios fisiológicos que ocurren en el organismo produciendo un detrimento de 
sus funciones, por lo que se establece una relación entre la expresión génica y el 
envejecimiento. El conocimiento de estos mecanismos de expresión es necesario 
para comprender su regulación molecular a lo largo del tiempo de vida. La pérdida 
de la regulación génica de ciertos procesos celulares podría aumentar o disminuir 
la longevidad de un organismo. Por este motivo, los genes cuya expresión varía a 
lo largo del tiempo se podrían utilizar como herramienta para determinar la 
madurez sexual de los insectos adultos obteniendo marcadores moleculares.  
En las últimas dos décadas, las técnicas para evaluar la expresión génica han 
evolucionado desde el análisis de un único y específico gen [p.e. Northern, dot 
blot, RT (transcripción reversa) cuantitativa y semicuantitativa y PCR] hasta el 
desarrollo de técnicas orientadas a identificar todos los genes que difieren en la 
expresión entre diferentes muestras (p.e. microarrays) (Moody, 2001). 
Existen varias técnicas que permiten definir el perfil de expresión génica de un tipo 
particular de células o tejido. Estas técnicas incluyen el rastreo diferencial de 
librerías de cDNA (Hara et al., 1991), la hibridación sustractiva de cDNA (Welcher 
et al., 1986), la técnica del muestreo diferencial de RNA (differential display, DD) 
(Liang y Pardee, 1992), el análisis en serie de la expresión génica (serial analysis 
of gene expression, SAGE) (Velculescu et al., 1995), y las micromatrices de 
cDNA/oligonucleótido (Schena et al., 1995).  
La hibridación sustractiva de cDNA es una herramienta potente para identificar y 
aislar genes expresados diferencialmente. Se han descrito numerosas técnicas de 
sustracción de cDNA. Todas ellas se basan en la hibridación del cDNA de una 
población (tester) con otra población (driver) y la separación de las fracciones no 
hibridadas (target) (Welcher et al., 1986). Una de estas técnicas es la supresión y 
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sustracción por hibridación (SSH, del inglés Suppression Substractive 
Hybridization) (Diatchenko et al., 1996) en la que la separación de las fracciones 
no hibridadas se realiza mediante PCR. El exclusivo diseño de los adaptadores 
para el cDNA permite amplificar selectivamente los fragmentos diferenciales al 
suprimir la amplificación de los restantes cDNAs. Mediante esta técnica se 
eliminan problemas técnicos debidos a la diferencia de abundancia de los distintos 
mensajeros (mRNA) (Siebert et al., 1995; Chenchik et al., 1996; Diatchenko et al., 
1996).  
La SSH fue la primera técnica que se empleó con el objetivo de identificar la 
expresión diferencial de genes a gran escala. Una de las grandes ventajas de esta 
técnica es que con ella se pueden aislar genes sin la necesidad de conocer a priori 
su secuencia o identidad y que no requiere un gran equipamiento ya que se basa 
en técnicas moleculares comunes. Está diseñada para amplificar selectivamente y 
diferencialmente los transcritos que se están expresando mientras se suprime la 
amplificación de los transcritos abundantes, lo que evita el tener que separar las 
moléculas de simple o doble cadena. La SSH normaliza los transcritos hasta 
aproximadamente la misma abundancia (Diatchenko et al., 1996). 
El objetivo de este capítulo ha sido la elaboración de unas librerías de cDNAs 
mediante la técnica SSH con el fin de obtener posibles marcadores (genes 
expresados diferencialmente) implicados en la madurez sexual de C. capitata.  
5.1 Material y métodos 
Salvo indicación expresa los protocolos y soluciones utilizados corresponden a los 
descritos por Sambrook et al. (1989) y los productos utilizados para RT y/o PCR 
son de la casa (Invitrogen® Co., Carlsbad, CA, USA) 
5.1.1 Línea de C. capitata y condiciones de cría 
Los adultos de C. capitata se obtuvieron a partir de unas 2.000 pupas procedentes 
de la colonia IVIA 2002 y se introdujeron en una jaula transparente de metacrilato 
(20 x 20 x 20 cm). Esta jaula tenía en una de las caras un agujero de 15 cm de 
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diámetro, cubierto por una manga de muselina por donde se aspiraban los adultos, 
y otra de las caras sellada también con muselina (18 x 18 cm) como sistema de 
ventilación. Los adultos se alimentaron con una dieta a base de azúcar y proteína 
hidrolizada en la proporción 4:1 (p:p) y agua ad libitum y se mantuvieron en una 
cámara de condiciones controladas: 25 ± 2ºC de temperatura, 60 ± 5% de 
humedad relativa y fotoperiodo 16:8 horas (luz:oscuridad). Debido a que la 
emergencia de los adultos se produce de forma escalonada, las jaulas se 
inspeccionaron cada 4, 8 o 12 horas, eliminando los adultos recién emergidos 
hasta que en el intervalo inferior a 24 horas se produjo la emergencia del 80% de 
los adultos. Se establecieron 3 grupos de edades en base a los comúnmente 
utilizados en programas TIE: 1) Adultos inmaduros, formado por aquellos con una 
edad inferior a 24 horas; 2) Adultos maduros, formado por aquellos con 5 días de 
edad; y 3) Adultos viejos, formado por aquellos con 15 días de edad. Para cada 
grupo de edades definido se separaron, con la ayuda de un aspirador 
entomológico, 20 hembras y 20 machos.  
5.1.2 Extracción de RNA 
La extracción de RNA se realizó mediante el protocolo TRI-Reagent® (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) a partir de 5 adultos macho y 5 adultos hembra 
de C. capitata para las diferentes edades seleccionadas (0, 5 y 15 días). Todo el 
protocolo se realizó en zona libre de RNAsas (Sambrock et al., 1989), según las 
instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich Co.). La concentración de RNA se 
verificó mediante densidad óptica en el Nanodrop ND-1000 (Agilent Tech. Inc., 
Palo Alto, CA, USA), y su estado mediante electroforesis en gel de agarosa D1 low 
EEO (Pronadisa, Madrid, España) al 1% en tampón TBE 0,5x.  
5.1.3 Técnica SSH (Suppression Substractive 
Hybridization) 
Con la técnica SSH, se utiliza un pool de cDNA (tester) a partir del cual se buscan 
los genes expresados diferencialmente, y otra población de cDNA (driver) control 
que se utiliza para eliminar las secuencias comunes.  
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El cDNA se corta en pequeños fragmentos mediante enzimas de restricción 
(Figura 5.1, 1-3), y se ligan independientemente dos tipos de adaptadores al tester 
(Figura 5.1, 4) con el fin de aumentar la eficacia sustractiva. Tras la ligación de los 
adaptadores, se realizan dos rondas de hibridación (Figura 5.1, 5-6). La primera 
hibridación elimina los genes comunes entre la población tester y la driver. En la 
segunda hibridación los dos pools de cDNA tester (con diferentes adaptadores) se 
combinan y se produce la reasociación de los fragmentos complementarios únicos 
para el tester. Estos fragmentos tienen la combinación de adaptadores requerida 
para la amplificación exponencial. Finalmente, dos PCR son llevadas a cabo con el 
fin de amplificar selectivamente estos genes expresados diferencialmente (Figura 
5.1). 
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Figura 5.1: Esquema de la técnica SSH. 
PREPARACIÓN cDNA
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5- Primera hibridación
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5.1.3.1 Síntesis de cDNA 
5.1.3.1.1 Síntesis primera cadena  
La síntesis de la primera cadena se realizó para cada edad a partir de 2 µg de 
RNA total utilizando 527 pmol del oligonucleótido Anchor-dT (5’-TTT TTT TTT TTT 
TTT TTT TTT TVN) en un volumen final de 11 µl. La mezcla se incubó a 72ºC 
durante 2 minutos y se enfrío rápidamente en hielo.  
A continuación se añadió al RNA cebado un volumen de 9 µl de otra mezcla que 
contenía el tampón de síntesis de la primera cadena 1x, DTT 5 mM, dNTPs 
125 µM, 40 u de RNasa OUT y 3 u de M-MLV RT. Las muestras se incubaron a 
42ºC durante 90 minutos en el termociclador (PE/Abi 9700). Seguidamente, se 
procedió a la desnaturalización de M-MLV RT a 72ºC durante 10 minutos. 
5.1.3.1.2 Síntesis segunda cadena 
Se mezclaron en un volumen final de 70 µl, 10 µl de cDNA de simple cadena, 
tampón de síntesis de la segunda cadena 1x, dNTPs 125 µM, el cóctel enzimático 
de la 2ª cadena 1x [6 u E. coli DNA pol I, 0,25 u RNase H, 1,2 u de E. coli DNA 
ligasa (Takara®  Bio Inc. Otsu, Shiga, Japan)] y 10,5 u de E. coli DNA pol I 
(Takara®). Las muestras se incubaron a 16ºC durante 2 horas. Transcurrido este 
tiempo, a los tubos se les añadieron 6 u de T4 DNA pol (Takara®) y se mezcló todo 
suavemente. Se volvieron a incubar a 16ºC durante 30 minutos, y para finalizar la 
reacción se añadieron 4 µl de EDTA pH 8,0.  
La purificación del cDNA de doble cadena se realizó mediante fenolización 
(Sambrook et al., 1989). El DNA purificado se resuspendió en 50 µl de agua 
destilada (dH2O) o ultrapura (mQ) estéril.  
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5.1.3.2 Digestión del cDNA 
Tras la purificación del cDNA de doble cadena (cDNAdc), se realizó una digestión 
con el enzima de restricción AfaI (Takara®). La reacción de digestión se realizó en 
un volumen final de 70 µl que contenía tampón 1x, 500 µg de BSA, 15 u de AfaI y 
43,5 µl de cDNAdc. Las muestras se incubaron a 37ºC durante 90 minutos. Se 
guardaron 5 µl como control de la digestión y con el resto se realizó una 
purificación mediante fenolización. La resuspensión final del pellet se realizó en un 
volumen de 5,5 µl dH2O (cada muestra pasó a denominarse cDNA/AfaI).  
Se comprobó que cada muestra se había digerido mediante electroforesis en gel 
de agarosa D1 low EEO al 2% en tampón TBE 0,5x, a 100 V durante 1 hora.  
5.1.3.3 Ligación de adaptadores 
Los pares de adaptadores utilizados fueron el 1 (5’-CTA ATA CgA CTC ACT ATA 
ggg CTC gAg Cgg CCg CCC ggg Cag gT y 5’- ACC TgC CCg g) y el 2R (5’- CTA 
ATA CgA CTC ACT ATA ggg CAG CgT ggT CgC ggC CgA ggT y 5’- ACC TCg 
gCC g). Se realizaron dos tipos de ligaciones independientes para cada uno de los 
adaptadores. Los productos de digestión se diluyeron (1 µl cDNA/AfaI + 5 µl dH2O) 
y se preparó la mezcla de ligación que contenía tampón de ligación 1x, rATP 2 µM, 
400 u de T4 ligasa y 2 pmol del adaptador 1 o del 2R. Todos los productos 
procedían de la casa comercial Takara®. 
A cada cDNA tester (Figura 5.1) se le añadieron 8 µl de una u otra mezcla del 
adaptador, en función de las ligaciones a realizar.  
De cada ligación, se preparó un control de sustracción retirando de cada tubo 2 µl 
la ligación. Se incubaron todos los tubos (incluido el control) a 16ºC de 12 a 
16 horas en un termociclador PE/Abi 9700. La ligación se paró añadiendo 1 µl de 
EDTA 0,2 M, pH 8,0, y se incubaron las muestras a 72ºC, 5 minutos. Las muestras 
se guardaron a -20ºC. 
Las genotecas que se iban a crear se muestran en la Figura 5.2, con la 
nomenclatura correspondiente. 
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Figura 5.2: Construcción de las librerías SSH. Cada librería se construyó utilizando como tester una 
condición de edad (indicada en horas o días en los recuadros azules) y una edad diferente como driver. 
El cDNA driver está indicado con la flecha azul. Los nombres de las librerías son los que aparecen al 
lado de las flechas.  
5.1.3.4 Hibridación sustractiva  
5.1.3.4.1 Primera hibridación 
La hibridación se realizó en volúmenes de 4 µl. En cada tubo se introdujeron 1,5 µl 
de tester, 1,5 µl de driver y tampón HB 1x (NaCl 2,5 mM; HEPES 250 mM pH 8,3; 
EDTA 1 mM pH 8,0). Se realizaron en total 12 combinaciones diferentes (Tabla 
5.1).  
Tabla 5.1: Numeración y combinaciones de la primera hibridación. 
Nº tubo Tester Driver 
H1 ♀ C0-a1 ♀ C5/AfaI 
H2 ♀ C0-a2R ♀ C5/AfaI 
H3 ♀ C5-a1 ♀ C15/AfaI 
H4 ♀ C5-a2R ♀ C15/AfaI 
H5 ♀ C15-a1 ♀ C0/AfaI 
H6 ♀ C15-a2R ♀ C0/AfaI 
H7 ♂ C0-a1 ♂ C5/AfaI 
H8 ♂ C0-a2R ♂ C5/AfaI 
H9 ♂ C5-a1 ♂ C15/AfaI 
H10 ♂ C5-a2R ♂ C15/AfaI 
H11 ♂ C15-a1 ♂ C0/AfaI 
H12 ♂ C15-a2R ♂ C0/AfaI 
♀ ♂
<8h 15 días edad
5 días edad
Cc_c1 Cc_c3
Cc_c5
Tester Driver
<8h 15 días edad
5 días edad
Cc_c7 Cc_c9
Cc_c11
Tester Driver
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El tester corresponde al cDNA con los adaptadores (Figura 5.2), y el driver al 
cDNA/AfaI purificado (Tabla 5.1). A cada tubo se le añadió una gota de aceite 
mineral (Sigma-Aldrich Co.) para evitar la evaporación de la muestra, y se 
incubaron en el termociclador (PE/Abi 9700) a 98ºC durante 90 segundos para 
desnaturalizar por completo las muestras. Transcurrido este tiempo, se dejaron 
hibridando las muestras a 68ºC durante 8 horas.  
5.1.3.4.2 Segunda hibridación 
Se preparó una nueva mezcla de cada driver para cada sustracción, con la 
solución HB 1x en un volumen final de 4 µl y 1,5 ul del driver correspondiente. La 
nomenclatura adoptada para los drivers se muestra en la tabla 5.2. 
Tabla 5.2: Nomenclatura de los drivers. 
Nº tubo Driver 
1d ♀ C5/AfaI 
3d ♀ C15/AfaI 
5d ♀ C0/AfaI 
7d ♂ C5/AfaI 
9d ♂ C15/AfaI 
11d ♂ C0/AfaI 
De cada mezcla se cogió 1 µl y se pasó a un nuevo tubo. Se añadió una gota de 
aceite mineral y se pusieron los tubos del driver a desnaturalizar a 98ºC durante 
90 segundos en el termociclador. Tras este intervalo de tiempo, sin sacar los tubos 
del termociclador, se recogieron los 4 µl del tubo Hn(par). En la misma punta de la 
micropipeta se dejó una cámara de aire, se recogió 1µl del driver correspondiente 
(tubo n-1d), y se creó otra cámara de aire. Todo esto se transfirió evitando la 
formación de burbujas y con la mayor rapidez posible (para evitar cambios de 
temperatura que afectarían a la hibridación) al tubo Hn-1. 
Este mismo proceso se repitió con cada uno de los cDNA y con su driver 
correspondiente (Tablas 5.1 y 5.2), que dieron lugar a las diferentes genotecas. 
Transferidas todas las mezclas, se incubaron de nuevo a 68ºC en el termociclador 
durante 14-16 horas más. Finalmente, se paró la hibridación con la adición y 
mezcla a cada tubo de 100 µl de solución DB (NaCl 50 µM; HEPES 5 mM pH 8,3; 
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EDTA 0,2 mM pH 8,0). Los tubos se incubaron en las mismas condiciones durante 
7 minutos más, antes de guardarlos a -20ºC. 
5.1.3.5 Selección por PCR 
5.1.3.5.1 Primera selección por PCR 
La primera PCR se realizó con el cebador DSK-P1 (5’- CTA ATA CgA CTC ACT 
ATA ggg C). Se utilizó como DNA molde 1 µl de cada cDNA sustraído (tubos H1, 
H3, H5, H7, H9 y H11) y los controles no sustraídos diluidos. La amplificación se 
realizó en un volumen final de 50 µl que contenía tampón 1x, dNTPs 200 µM, 
MgCl2 2 mM, DSK-P1 0,4 µM y 1,5 u Taq DNA polimerasa.  
El perfil de amplificación correspondió a: 1 ciclo a 75ºC durante 5 minutos, seguido 
de otro ciclo a 95ºC durante 2 minutos, de 27 ciclos de 95ºC durante 10 segundos, 
66ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 90 segundos, y para finalizar la muestra 
se mantuvo a 4ºC. 
5.1.3.5.2 Segunda selección por PCR  
En esta segunda PCR se utilizó el siguiente par de cebadores: DSK-NP1 (5’- TCg 
AgC ggC CgC CCg ggC Agg T) y DSK- NP2 (5’- AgC gTg gTC gCg gCC gAg gT). 
Se realizó una dilución 1:10 de la PCR primaria y se utilizó 1 µl de esta dilución 
como molde. La PCR se realizó en un volumen final de 50 µl que contenía: tampón 
1x, dNTPs 200 µM, MgCl2 2 mM, DSK-NP1 0,4 µM, DSK-NP2 0,4 µM y 1,5 u de 
Taq DNA polimerasa. 
Las condiciones de amplificación fueron: 1 ciclo inicial a 95º C durante 2 minutos, 
30 ciclos a 95ºC durante 30 segundos, 66ºC durante 30 segundos, 72ºC durante 
90 segundos, y un ciclo final de extensión de 72ºC durante 4 minutos. La muestra 
se mantuvo a 4ºC. A continuación se realizó una verificación de la amplificación 
mediante electroforesis en gel de agarosa D1 low EEO al 2% en TBE 0,5x (cDNA 
no sustraído, primera amplificación y segunda amplificación). 
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Las muestras de la segunda amplificación se purificaron mediante el kit GFX 
(Amersham-GE Healthcare, Fairfield, CT, USA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
5.1.3.6 Creación de las genotecas y rastreo 
5.1.3.6.1 Ligación en pGEM®-T Easy 
El proceso de ligación consiste en introducir un fragmento de DNA, en nuestro 
caso el amplificado por PCR, en un vector de clonación. El vector de clonación 
utilizado fue el T-vector pGEM®-T easy (Promega Co., Madison, WI, USA).  
Cada una de las muestras de cDNA sustraídas fue introducida en el vector 
mediante la ligasa T4. La reacción de ligación se llevó a cabo en un volumen final 
de 40 µl que contenía 250 ng del producto de PCR, el tampón de ligación 1x, rATP 
1 mM, 50 ng del vector pGEM®-T Easy y 3 u de T4 DNA ligasa. Todos los 
productos (excepto el vector) para la ligación fueron suministrados por la casa 
Takara®. La ligación se llevó a cabo a 4ºC durante 12 horas. 
Tras la ligación, se realizó una purificación por fenolización para concentrar los 
plásmidos recombinantes en un volumen de 5 µl. 
5.1.3.6.2 Transformación de células electrocompetentes  
El proceso de transformación consiste en introducir el plásmido con el inserto de 
cDNA dentro de la bacteria Escherichia coli para que ésta proceda a la clonación 
del mismo mediante su maquinaria de replicación. De este modo se consigue un 
incremento del número de copias de nuestro inserto.  
Para la transformación se utilizaron células electrocompetentes de E. coli, en 
concreto la cepa DH5α de la casa comercial Invitrogen®. 
El proceso de transformación de E. coli fue mediante electroporación. Las células 
competentes se descongelaron en hielo durante 1-2 minutos. A 20 µl de células se 
le añadieron 1,5 µl de la ligación. La mezcla se transfirió a la cubetas de 
electroporación de 1 mm de paso (siempre en hielo) y se electroporó en las 
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siguientes condiciones: 2000 V, 200 Ω, 25 µF en el electroporador Biorad II 
genepulser (Bio-rad Lab., Hercules, CA, USA). A continuación las células se 
recuperaron en 1 ml de medio SOC (Invitrogen®) a temperatura ambiente y se 
incubó durante 1 hora a 37ºC con agitación suave, para permitir la recuperación de 
las bacterias. Por último, se sembraron 10 µl de la transformación en placas de 
LBA [medio Luria-Bertani (Pronadisa) con 50 µg/ml de Ampicilina (Sigma-Aldrich 
Co.), al que se añadieron un cromógeno acoplado a Gal (X-Gal) en una 
concentración de 2 µg/ml y el inductor IPTG a una concentración de 1 µg/ml 
(Sigma Co.)], añadiendo 90 µl de LB para facilitar la distribución. Las placas se 
incubaron a 37ºC de 12 a 16 horas. 
5.1.3.7 Rastreo de clones 
5.1.3.7.1 Primer rastreo. Calidad de las genotecas 
Antes de poner en colección todos los clones, se comprobó la calidad de las 
genotecas. Para ello se contabilizó el número de clones con inserto frente a los 
clones vacíos (se seleccionaron las colonias blancas). Se sembraron 16 colonias 
de cada genoteca y un control negativo, en el que no se sembró ninguna colonia. 
Las colonias se sembraron con un palillo estéril (uno por colonia), en tubos de 
PCR de 200 µl que contenían 100 µl del medio de cultivo TB (Terrific Broth, 
Pronadisa) con glicerol al 10% (Sigma-Aldrich Co.) y 50 µg/ml de ampicilina 
(medio TBA). Las muestras se incubaron de 12 a 16 horas a 37ºC. Una vez 
comprobado el crecimiento en el medio, se realizó una PCR utilizando como molde 
el cultivo preparado y transferido mediante un replicador a una tira de PCR con 5 
µl de H2O por pocillo. Se añadieron 15 µl de mezcla que contenía tampón Taq 
(Biotools B&M Labs S.A., Madrid, Spain) 1x, dNTPs 100 µM (Eppendorf®), 1,5 
pmol de los cebadores M13 directo y reverso respectivamente y 0,75 u de Taq 
DNA polimerasa (Biotools). 
Las condiciones de PCR fueron: 1 ciclo inicial a 95ºC durante 2 minutos, 30 ciclos 
de 95ºC durante 30 segundos, 52ºC durante 30 segundos, 72ºC durante 
90 segundos, y un ciclo de extensión final a 72ºC durante 4 minutos. Se verificó la 
PCR mediante electroforesis en gel de agarosa D1 low EEO al 1,4% en TBE 0,5x.  
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5.1.3.7.2 Explotación genotecas 
A continuación se pusieron en colección los clones de las genotecas. Para ello, se 
realizaron al menos 8 placas de 96 pocillos de cada una de las genotecas, para 
obtener como mínimo 500 clones para secuenciar. Con las placas obtenidas en el 
apartado 5.1.3.6.2 para cada genoteca se sembraron las colonias en placas 
(NUNC-V) conforme se ha descrito en el apartado anterior. En cada placa, se dejó 
un control negativo tanto de crecimiento como para la PCR (sin inocular), y un 
control positivo (colonia azul) (Figura 5.3). Las placas se incubaron de 12 a 
16 horas a 37ºC. Para la realización de la PCR en placa, se transfirieron los 
cultivos a las placas de PCR (a las que previamente se les había añadido 5 µl de 
agua dH2O estéril) con la ayuda de un replicador (Figura 5.3). La mezcla y 
reacción de PCR fueron las mismas que las descritas en el apartado anterior. Las 
placas de PCR se sellaron con un papel adhesivo de aluminio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.3: Esquema de explotación de las genotecas. 1: Colonias en medio LBA. 2: Colonias 
sembradas en placa NUNC-V. En azul, control positivo; en blanco, control negativo. 3: Transferencia 
mediante replicador a la placa de PCR de las colonias. 4: Purificación mediante columnas de 
Sephadex®. 5: PCR purificada y comprobación en gel de agarosa al 2% TBE 0,5x. 
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5.1.3.7.3 Purificación de los productos de PCR 
La purificación de los productos de PCR se realizó mediante cromatografía de 
exclusión molecular en columnas de Sephadex® G-50 Superfine (Amersham-GE 
Healthcare,). El Sephadex® es un gel formado por entrecruzamiento de dextrano 
con epiclorhidrina que se hincha en soluciones acuosas, de dimetilsulfóxido o 
formamida. Variando la cantidad de epiclorhidrina y/o dextrano se obtienen geles 
de diferente porosidad lo que permite la purificación de partículas de diferentes 
tamaños moleculares, y en concreto en este caso, de DNA de pequeño tamaño. 
La creación de las columnas y protocolo de purificación se muestran en la figura 
5.4 (a y b). El Sephadex® G-50 se distribuyó uniformemente sobre cada pocillo del 
MultiScreen Column loader (Millipore Co., Billerica, MA, USA) (Figura 5.4 a). A 
continuación se trasvasó su contenido a las placas Multiscreen (Millipore Co.) y se 
añadieron 400 µl de dH2O (estéril) a cada pocillo. Las placas se dejaron en frío a 
4ºC de 12 a 16 horas. El montaje de las placas para la purificación de los 
productos puede observarse en la figura 5.4 b. Antes de añadir los productos de 
PCR a purificar se eliminó de las columnas de Sephadex® G-50 el exceso de H2O 
mediante una centrifugación suave (900 x g durante 2 minutos) y se realizó una 
limpieza de la matriz con 100 µl de H2O (misma centrifugación suave). Se siguió el 
mismo procedimiento añadiendo 20 µl de productos de PCR en los pocillos 
correspondientes. Los productos purificados se recogieron en una placa de 96 
pocillos, que se guardó a -20ºC.  
 
 
 
Figura 5.4 a: Distribución del Sephadex® y creación de las columnas. b: Montaje de las placas de 
purificación de DNA. A) tapa placa de 96 pocillos, B) placa MultiScreen (Millipore), C) marco de 
alineamiento, D) placa de 96 pocillos en U. 
 
a b 
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5.1.3.7.4 Estimación del tamaño del fragmento de PCR y 
secuenciación 
Una vez purificados los fragmentos clonados se realizó una estimación del tamaño 
del fragmento amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa D1 low EEO 
al 2% en tampón TBE 0,5x. Los clones que presentaban un fragmento superior a 
400 pb se seleccionaron para secuenciar. La reacción de marcaje de los clones se 
realizó con el kit BigDye v3.1 (Applied Biosystems (AB), Foster City, CA, USA) 
utilizando el primer T7, en 1/16 parte de la indicada por el fabricante. El análisis de 
los fragmentos marcados se realizó en el Servicio Central de Soporte a la 
Investigación Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valencia en un DNA 
Analyzer (AB) 3730 XL de 96 capilares. Este sistema proporciona, en soporte 
informático, tanto la secuencia de bases nitrogenadas como el cromatograma. 
5.1.3.8 Análisis de secuencias 
La obtención de los fragmentos de cDNA y su secuenciación dio lugar a una 
colección de ESTs (Expressed Sequence Tag). Los ESTs son una representación 
de los genes que se están transcribiendo en un tejido, en un momento 
determinado.  
Con el primer procesado de los ESTs se eliminaron aquellos cuyos 
cromatogramas eran de baja calidad, los fragmentos de vector, y los fragmentos 
de pequeño tamaño. Todo esto se realizó con el paquete informático PreGap del 
Staden Package. A continuación, se realizó el procesado de los ESTs mediante el 
ensamblaje de las secuencias pertenecientes al mismo gen y la corrección de 
dichas secuencias con los programas GAP del Staden Package pudiendo 
determinar así las secuencias consenso. Para la identificación de los genes, se 
utilizaron los algoritmos tBlastX y BlastN del Centro Nacional para la información 
biotecnológica (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) que permitieron comparar las 
secuencias con la base de datos. Una vez comparadas las secuencias mediante 
tBlastX podían suceder dos cosas: por un lado se podía obtener directamente la 
identificación del gen secuenciado, que se consideraba válido con una P-value 
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< 1 e-05 (anotación funcional), y por otro lado no obtener identificación funcional. 
En el primer caso, si el nivel de significación correspondía al establecido, se 
anotaban las secuencias para su posterior interpretación. En el caso de no obtener 
homología, se realizó un BlastN (comparación frente a nucleótidos) para descartar 
que se tratase de RNA ribosomal. Cada uno de los genes identificados se clasificó 
funcionalmente a través de su GO (Gene Ontology, www.geneontology.org) 
(Camon et al., 2003).  
A partir de los ESTs identificados se obtuvo el conjunto de genes únicos mediante 
comparación dos a dos de las secuencias de las seis genotecas utilizando el 
programa bl2seq (Blast, NCBI). Además los ESTs que correspondían al mismo 
gen, pero que mediante el bl2seq no presentaban homología, se alinearon con la 
secuencia completa del gen correspondiente de C. capitata o de D. melanogaster, 
para verificar que se trababa de dos fragmentos del mismo transcrito producidos 
durante la SSH. La técnica SSH requiere el fraccionamiento del cDNA para 
favorecer la hibridación sustractiva, así pues, un mismo transcrito (cDNA) puede 
dar lugar a varios ESTs que no comparten secuencia puesto que corresponden a 
fragmentos distintos del mismo gen. Estos genes únicos estaban representados 
por los clones de mayor longitud de cada cluster y/o genoteca.  
5.1.4 Dot Blot-Northern reverso 
En el Northern convencional la fase móvil, o sonda de hibridación, es un único gen 
conocido marcado, y en la membrana está fijado el RNA total fraccionado 
mediante electroforesis. El Northern reverso como su nombre indica es la versión 
invertida del Northern convencional. En la membrana están fijados los genes 
conocidos (son los cDNAs caracterizados llamados sondas tanto en micro como 
en macro-arrays) y la sonda de hibridación es el RNA total del cual se quiere saber 
el nivel de expresión de las sondas cDNA. Cuando se tiene un número alto de 
sondas de cDNA a depositar sobre la membrana, éstos se suelen depositar en 
forma de punto (dot-blot).  
El marcaje de la sonda de hibridación (fase móvil) puede realizarse mediante 
incorporación de nucleótidos que presentan isótopos radiactivos o por 
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incorporación de nucleótidos modificados (que presentan antígenos de biotina, 
digoxigenina, aminoalil). La detección de las sondas marcadas con nucleótidos 
modificados (no radiactivos) se realiza mediante la utilización de anticuerpos o 
proteínas (streptavidina, avidina) conjugados con un enzima (peroxidasa o 
fosfatasa alcalina) que reacciona ante un sustrato "revelando" la presencia de 
homología entre la sonda y el gen inmovilizado (la señal puede ser por colorimetría 
o quimioluminiscencia, dependiendo de la naturaleza del sustrato aplicado).  
La intensidad de la señal detectada suele ser equivalente a la cantidad de sonda 
utilizada, y por consiguiente, es un indicativo de la cantidad relativa de un 
determinado transcrito en la muestra. Esta intensidad depende en gran medida del 
nivel de marcaje, y ésto depende de la técnica utilizada. En nuestro caso se ha 
utilizado un sistema de marcaje directo del RNA total, que no modifica la cantidad 
relativa de cada transcrito, no hay nucleótidos modificados sino un compuesto que 
tiene preferencia por bases nitrogenadas (sobre todo C's) y que se une 
covalentemente a éstas tras la aplicación de luz UV. 
5.1.4.1 Preparación de sondas de cDNA 
Para la hibridación dot-blot-Northern reverso es necesario poner sólo un clon 
representante de cada gen, independientemente de la posición que estos ocupen 
en el gen. Así pues se seleccionaron como sondas de cDNA el conjunto de genes 
únicos caracterizados. Estos clones se volvieron a sembrar a partir de la colección 
en 100 µl de medio TBA y se incubaron a 37ºC de 12 a 16 horas. Con este cultivo 
se realizó una dilución 1:4 en un volumen de 100 µl y se realizó una PCR con 2 µl 
de esta dilución en un volumen final de 50 µl. Las condiciones de PCR fueron las 
mismas que las descritas en el apartado 5.1.3.7.1 con dos modificaciones: Se 
utilizaron 5 pmol de los cebadores M13 y se aumentó el número de ciclos a 40. 
Los productos de PCR se verificaron mediante gel de agarosa low EEO al 2% en 
TBE 0,5x y se purificaron en placa mediante columnas de Sephadex® G-50 
(Apartado 5.1.3.7.3). Los productos de PCR purificados se secaron a 42-50ºC 
durante 16 horas y se resuspendieron en 20 µl de tampón 3x SSC (del inglés 
Standard Saline Citrate), 1,5 M Betaine (Sigma, Co.).  
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Además del conjunto de genes únicos se depositaron 4 cDNAs más, 
correspondientes a los genes RpS21 (AJ507827), SOD-1 (M76975), SOD-2 
(L35494) y hsp70 (Y08955) de C. capitata, genes que han sido identificados como 
implicados en longevidad en organismos modelo (D. melanogaster y C. elegans). 
Estos 4 genes se amplificaron mediante RT-PCR en dos etapas a partir de RNA 
total de un pool de 1 hembra y 1 macho de menos de 24 horas de edad. La 
síntesis de la primera cadena de cDNA se realizó conforme se describe en el 
apartado 5.1.3.1.1. La síntesis de la segunda cadena y la PCR se realizaron con 
cebadores específicos de cada gen (Tabla 5.2). Las condiciones de amplificación 
fueron: dNTPs 200 nM, 1x Tampón Taq pol., MgCl2 2 mM, 10 pmoles de cada 
primer, y 0,75 u de Taq pol. La amplificación se realizó en un el termociclador 
PE/Abi 9700 y los parámetros de la PCR consistieron en un primer paso de 
desnaturalización a 94ºC durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos a 94ºC 20 
segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 20 segundos, finalizando 
con una extensión de 4 minutos a 72ºC. Los productos de PCR obtenidos 
siguieron el mismo protocolo que el descrito en el párrafo anterior.  
Tabla 5.3: Nombre y secuencia de los cebadores específicos utilizados para la síntesis de la segunda 
cadena y PCR de los genes RpS21, SOD-1, SOD-2 y hsp70 y tamaño del amplificado obtenido con 
cada par de cebadores. 
 
 
 
De cada cDNA (Figura 5.5 A y B) se depositaron por duplicado 0,2 µl en 
3 membranas de 8 x 6 cm para las hembras y en otras 3 de 7 x 6 cm para los 
machos. Se depositaron también 0,2 µl del tampón 3x SSC, 1,5 M Betaine como 
controles negativos (blancos). La distancia entre cada cDNA depositado fue de 
0,5 cm. Los cDNAs se fijaron a la membrana por exposición a luz UV durante 5 
minutos. 
Nombre Secuencia 5'Æ3' Tamaño del amplificado (pb) 
Cc_Rps21-5'dir GGAGAACGACGCCGGTGAATCTG 
Cc_Rps21-3'rev GCCAAACGCACAATACAATCATC 252 
Cc_SOD1-5'dir TGCAAAGTCTCCCGTCCTAGTCAC 
Cc_SOD1-3'rev CAAATTCCAATGACGCCACAACC 462 
Cc_SOD2-5'dir ACGTGGAGGGTCCCGTAGTGAAG 
Cc_SOD2-3'rev CTGCGCCTGCATTGCCAGTCTTC 405 
Cc_hsp70-dir ATTGCTGGTTTGAATGTGTTACG 
Cc_hsp70-rev TTGTCGCCACTGAGAATAGCTGC 705 
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A 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Cc_C1_P6_A9 Cc_C1_P6_A9 Cc_C1_P1_H2 Cc_C1_P1_H2 Cc_C1_P4_C5 Cc_C1_P4_C5 Cc_C1_P5_F5 Cc_C1_P5_F5 Cc_C3_P9_B6 Cc_C3_P9_B6
B Cc_C1_P1_B6 Cc_C1_P1_B6 Cc_C1_P1_H4 Cc_C1_P1_H4 Cc_C1_P4_C6 Cc_C1_P4_C6 Cc_C1_P5_G3 Cc_C1_P5_G3 Cc_C3_P9_D4 Cc_C3_P9_D4
C Cc_C1_P1_E1 Cc_C1_P1_E1 Cc_C1_P1_H5 Cc_C1_P1_H5 Cc_C1_P4_E8 Cc_C1_P4_E8 Cc_C1_P5_H1 Cc_C1_P5_H1 Cc_C3_P9_E4 Cc_C3_P9_E4
D Cc_C1_P1_G4 Cc_C1_P1_G4 Cc_C1_P4_A10 Cc_C1_P4_A10 Cc_C1_P5_A2 Cc_C1_P5_A2 Cc_C1_P6_G4 Cc_C1_P6_G4 Cc_C3_P9_E8 Cc_C3_P9_E8
E
F Cc_C1_P7_C2 Cc_C1_P7_C2 Cc_C1_P8_C8 Cc_C1_P8_C8 Cc_C3_P1_A7 Cc_C3_P1_A7 Cc_C3_P1_C12 Cc_C3_P1_C12 Cc_C5_P15_A7 Cc_C5_P15_A7
G Cc_C1_P7_G7 Cc_C1_P7_G7 Cc_C1_P8_E8 Cc_C1_P8_E8 Cc_C3_P1_B12 Cc_C3_P1_B12 Cc_C3_P1_H11 Cc_C3_P1_H11 Cc_C5_P15_D4 Cc_C5_P15_D4
H Cc_C1_P7_H4 Cc_C1_P7_H4 Cc_C1_P8_F7 Cc_C1_P8_F7 Cc_C3_P1_B8 Cc_C3_P1_B8 Cc_C3_P1_H8 Cc_C3_P1_H8 Cc_C5_P16_F7 Cc_C5_P16_F7
I Cc_C1_P8_B2 Cc_C1_P8_B2 Cc_C1_P8_F8 Cc_C1_P8_F8 Cc_C3_P1_C10 Cc_C3_P1_C10 Cc_C3_P10_B12 Cc_C3_P10_B12 Cc_C5_P15_g7 Cc_C5_P15_g7
J
K Cc_C3_P10_H2 Cc_C3_P10_H2 Cc_C3_P11_E1 Cc_C3_P11_E1 Cc_C3_P13_C8 Cc_C3_P13_C8 Cc_C3_P13_H2 Cc_C3_P13_H2 Cc_C5_P17_H6 Cc_C5_P17_H6
L Cc_C3_P11_A11 Cc_C3_P11_A11 Cc_C3_P11_H2 Cc_C3_P11_H2 Cc_C3_P13_E11 Cc_C3_P13_E11 Cc_C3_P14_F2 Cc_C3_P14_F2 Cc_C5_P19_B2 Cc_C5_P19_B2
M Cc_C3_P11_D3 Cc_C3_P11_D3 Cc_C3_P12_E3 Cc_C3_P12_E3 Cc_C3_P13_F4 Cc_C3_P13_F4 Cc_C3_P14_H12 Cc_C3_P14_H12 Cc_C5_P19_D5 Cc_C5_P19_D5
N blanco blanco Cc_C3_P12_H1 Cc_C3_P12_H1 Cc_C3_P13_H10 Cc_C3_P13_H10 Cc_C3_P14_H5 Cc_C3_P14_H5 Cc_C5_P19_H4 Cc_C5_P19_H4
O
P RpS21 RpS21 SOD-1 SOD-1 SOD-2 SOD-2 hsp70 hsp70  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A Cc_C7_P2_B7 Cc_C7_P2_B7 Cc_C7_P21_G10 Cc_C7_P21_G10 Cc_C7_P21_A4 Cc_C7_P21_A4 Cc_C7_P23_A4 Cc_C7_P23_A4
B Cc_C7_P2_E8 Cc_C7_P2_E8 Cc_C7_P21_D1 Cc_C7_P21_D2 Cc_C7_P21_C10 Cc_C7_P21_C10 Cc_C7_P23_C9 Cc_C7_P23_C9
C Cc_C7_P2_F9 Cc_C7_P2_F9 Cc_C7_P23_D6 Cc_C7_P23_D6 Cc_C7_P21_E3 Cc_C7_P21_E3 Cc_C7_P26_H7 Cc_C7_P26_H7
D Cc_C7_P21_A12 Cc_C7_P21_A12 Cc_C7_P23_A10 Cc_C7_P23_A10 Cc_C7_P21_F11 Cc_C7_P21_F11 Cc_C9_P27_H4 Cc_C9_P27_H4
E
F Cc_C9_P30_D3 Cc_C9_P30_D3 Cc_C9_P29_D11 Cc_C9_P29_D11 Cc_C11_P3_C8 Cc_C11_P3_C8 Cc_C11_P33_H8 Cc_C11_P33_H8
G Cc_C9_P30_E11 Cc_C9_P30_E11 Cc_C9_P3_F4 Cc_C9_P3_F4 Cc_C11_P33_B7 Cc_C11_P33_B7 Cc_C11_P35_B12 Cc_C11_P35_B12
H Cc_C9_P31_D3 Cc_C9_P31_D3 Cc_C9_P30_B3 Cc_C9_P30_B3 Cc_C11_P33_D7 Cc_C11_P33_D7 Cc_C11_P35_B6 Cc_C11_P35_B6
I Cc_C9_P32_H1 Cc_C9_P32_H1 Cc_C9_P30_C8 Cc_C9_P30_C8 Cc_C11_P33_G11 Cc_C11_P33_G11 Cc_C11_P35_F10 Cc_C11_P35_F10
J
K Cc_C11_P35_F8 Cc_C11_P35_F8 RpS21 RpS21
L Cc_C11_P36_F11 Cc_C11_P36_F11 SOD-1 SOD-1
M Cc_C11_P37_A3 Cc_C11_P37_A3 SOD-2 SOD-2
N blanco blanco hsp70 hsp70
O  
Figura 5.5: Sondas de cDNA depositadas en las membranas. Nombre de la sonda y disposición en la 
membrana. A: Sondas depositadas en la membrana de obtenidas a partir de las genotecas SSH de 
hembras de C. capitata. B: Sondas depositadas en la membrana de obtenidas a partir de las genotecas  
SSH de machos de C. capitata. 
5.1.4.2 Marcaje de RNA: RNA a ensayar y verificación del 
marcaje  
Las sondas de hibridación se corresponden con los 3 tiempos de edad 
seleccionados para el estudio: tiempo 0, correspondiente a adultos recién 
emergidos; tiempo 5, correspondiente a adultos de 5 días de edad; y tiempo 15, 
correspondiente a adultos de 15 días de edad. El RNA para las sondas de 
hibridación se obtuvieron tal y como se describe en el apartado 5.1.2. 
El marcaje de las sondas de hibridación se realizó con el kit BrightStar® Psoralen-
Biotin (Ambion Inc. (actualmente Applied Biosystems), Foster City, CA, USA) 
según las instrucciones del fabricante.  
B 
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Para la verificación del marcaje se realizaron en primer lugar diluciones seriadas 
(la concentración final de las diluciones osciló entre 10 ng/µl y 0,1 pg/µl) del RNA 
control suministrado en el kit y del marcado, que fueron depositadas (1 µl de cada 
muestra) en una membrana de nylon cargada positivamente. El RNA depositado 
se fijó mediante exposición a luz ultravioleta (5 minutos) y a continuación se realizó 
la verificación con el kit BrightStar® BiodetectTM (Ambion). La detección de la 
quimioluminiscencia se realizó con el aparato LASS 3000 (TDI, Valencia, España). 
5.1.4.3 Hibridación y detección Northern reverso 
Las sondas cuantificadas se prepararon en 10 ml de ULTRAhyb® (Ambion) a una 
concentración de 100 ng/ml según las instrucciones del fabricante. La 
prehibridación se realizó a 42ºC durante 1 hora en tampón de prehibridación. Tras 
esta incubación la solución de prehibridación se sustituyó por la sonda 
correspondiente. La hibridación se realizó a 42ºC durante 16 horas. A 
continuación, la solución de la sonda se recuperó y se guardó a -20ºC. 
Posteriormente se realizaron 2 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente en 
2xSSC, 0,1% SDS, seguido de dos lavados más fuertes de 15 minutos a 42ºC en 
0,1xSSC, 0,1% SDS para eliminar el RNA unido inespecíficamente. 
La detección de los híbridos se realizó con el kit BrightStar® Biodetect TM (Ambion) 
según las instrucciones del fabricante. La señal de quimioluminiscencia se detectó 
con el aparato LASS 3000 (TDI) simultáneamente en las 6 membranas. Se 
midieron 3 tiempos de exposición, evitando así la posible saturación de la señal de 
los genes de mayor expresión. La señal obtenida a los 5, 15 y 30 minutos de 
exposición se transformó en intensidad a 475 nm mediante el programa GenePix® 
Pro 6 (Molecular Devices, Chicago, IL, USA) y los valores se utilizaron como nivel 
de expresión.  
5.1.4.4 Análisis de los resultados de la hibridación  
A partir de los niveles de expresión, medidos como intensidad lumínica a 475 nm, 
los datos ordenados por genes se analizaron mediante el programa GeneAnova 
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(Didier et al., 2002) que realiza un análisis de la varianza de la expresión de cada 
gen debido a los factores edad y spot (cDNA). 
5.2 Resultados 
A partir de las 3953 colonias aisladas, se seleccionaron por tamaño 967 clones 
que se secuenciaron una única vez y por un único extremo (primer T7 
mayoritariamente). Los 967 cromatogramas obtenidos se agruparon por genoteca 
y se trataron independientemente. Con el primer tratamiento con el Staden 
package se eliminaron los cromatogramas de baja calidad, las secuencias cortas 
(menos de 85 pb) y permitió eliminar la secuencia correspondiente al vector, a los 
adaptadores de las PCR y a las colas poli-A. La tabla 5.4 describe las 
características generales de cada librería. La redundancia se calculó como el 
número de ESTs en contigs dividido por el número total de ESTs. El porcentaje de 
ESTs válidos osciló entre el 90% (para la Cc_C1) y el 61% (para la Cc_C7) a 
excepción de la genoteca Cc_C9 que ofreció un porcentaje mucho menor (28%).  
Tabla 5.4: Características de las genotecas SSH obtenidas. Total clones colección (TCC), Clones 
secuenciados (CS), ESTs seleccionados, promedio del tamaño de las secuencias (M) [en pares de 
bases (pb)], contigs formados, singletons y redundancia en cada una de las genotecas SSH creadas. 
Genoteca TCC CS 
ESTs 
Seleccionados* 
M pb Contigs Singletons Redundancia 
Cc_C1 496 100 93 404 19 9 88% 
Cc_C3 592 193 154 310 14 16 90% 
Cc_C5 592 237 114 410 5 5 96% 
Cc_C7 592 116 56 349 8 8 86% 
Cc_C9 592 137 37 261 4 15 59% 
Cc_C11 592 90 64 339 7 8 88% 
Total clones 3952 967 518     
La comparación de los ESTs resultantes frente a la base de datos NCBI dio lugar a 
la siguiente clasificación en la que se eliminaron los ESTs correspondientes a los 
RNA ribosomales y las secuencias homólogas al virus C de D. melanogaster. 
(Tabla 5.5). 
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Tabla 5.5: Descripción de los ESTs obtenidos para cada genoteca. Secuencia ID, anotación con el 
BlastX, P-value, Tamaño (pb), Anotación del GenBank, y Nº secuencias/contig  (NSC). 
Secuencia ID BlastX pb P-value Gene ontology GenBank NSC 
Cc_C1_P1_B6 Low homology 263 -- -- -- 1 
Cc_C1_P1_E1 Low homology 314 -- -- -- 1 
Cc_C1_P1_G4 Low homology 269 -- -- -- 2 
Cc_C1_P1_H2 Low homology 347 -- -- -- 1 
Cc_C1_P1_H4 Low homology 284 -- -- -- 2 
Cc_C1_P1_H5 Low homology 263 -- -- -- 1 
Cc_C1_P4_A10 Cuticle protein 564 3,80E-05 Desarrollo celular AE003618 9 
Cc_C1_P4_A4 Vitelogenin precursor 567 3,20E-57 Desarrollo celular X54662 1 
Cc_C1_P4_B2 Cuticle protein precursor 
DACP 
361 3,40E-05 Desarrollo celular AE003618 7 
Cc_C1_P4_C5 Low homology 205 -- -- -- 2 
Cc_C1_P4_E8 Low homology 313 -- -- -- 2 
Cc_C1_P4_C6 Low homology 402 -- -- -- 2 
Cc_C1_P5_A2  Hexamerin  879 1.6E-46 Regulación biológica U89789 17 
Cc_C1_P5_F5 Flotillin 309 5.3E-39 Adhesión celular AE003810 2 
Cc_C1_P5_G3 Hexamerin 599 3,7E-47 -- U89789 7 
Cc_C1_P5_H1 Low homology 294 -- -- -- 9 
Cc_C1_P6_A9 Actin 1 447 9,20E-44 Motilidad celular X05185 3 
Cc_C1_P6_G4 Low homology 575 -- -- -- 1 
Cc_C1_P7_C2 Low homology 393 -- -- -- 1 
Cc_C1_P7_G7 Low homology 322 -- -- -- 3 
Cc_C1_P7_H4 Low homology 215 -- -- -- 1 
Cc_C1_P8_B2 Low homology 281 -- -- -- 4 
Cc_C1_P8_C8 Low homology 233 -- -- -- 1 
Cc_C1_P8_E8 Low homology 468 -- -- -- 2 
Cc_C1_P8_F7 Myosin light chain 2 834 6,40E-91 Motilidad celular M28643 3 
Cc_C1_P8_F8 Low homology 402 -- -- -- 1 
Cc_C3_P1_A7 Enolase 431 6,00E-29 Metabolismo celular AY725787   1 
Cc_C3_P1_B12 CHK1 checkpoint homolog 240 8,00E-09 Regulación 
procesos fisiológicos 
CR848200 
 
2 
Cc_C3_P1_B8 Low homology 154 -- -- -- 1 
Cc_C3_P1_C10 Vitellogenin-2 precursor 519 7,00E-62 Desarrollo celular X54662 20 
Cc_C3_P1_C12 EF2 519 4,00E-94 Metabolismo celular AY064104 38 
Cc_C3_P1_H11 Low homology 208 -- -- -- 2 
Cc_C3_P1_H8 Guanine nucleotide-binding 
protein G(i) subunit alpha 
65A 
500 5,00E-19 Comunicación 
celular 
M23094.1 
 
1 
Cc_C3_P9_B6 Similar to D. melanogaster 
CG12775 (RpL21) 
453 9,00E-56 Biosíntesis AY232061 
 
1 
Cc_C3_P9_B8 Vitellogenin-1 precursor 455 1,00E-51 Desarrollo celular X54661 1 
Cc_C3_P9_D4 Chorion protein s38 472 2,00E-15 Desarrollo celular X55886 11 
Cc_C3_P9_D5 Chorion protein s19 99 6,00E-04 Desarrollo celular AJ251919 1 
Cc_C3_P9_E8 Similar to platelet 
endothelial aggregation 
receptor 1 
231 4,00E-05 -- -- 11 
Cc_C3_P9_F10 Flotillin-1 165 1,00E-20 Adhesión celular CH477833 1 
Cc_C3_P10_B12 Vitellogenin 1(gamma) 727 2,00E-161 Desarrollo celular X54661  17 
Cc_C3_P10_B7 C.capitata mRNA for 
Cos38 gene 
219 9,00E-32 Desarrollo celular X55886  1 
Cc_C3_P11_D3 Low homology 297 -- -- -- 1 
Cc_C3_P10_H2 Low homology 196 -- -- -- 1 
Cc_C3_P11_A11 Low homology 112 -- -- -- 1 
Cc_C3_P11_E1 Trypsin-like serine protease 
precursor 
297 3,00E-12 Metabolismo celular AAF91346 1 
Cc_C3_P12_E3 Low homology 307 -- -- -- 2 
Cc_C3_P11_H2 Chorion protein s19 598 5,00E-10 Desarrollo celular AJ251919 16 
Cc_C3_P12_H1 GA15316-PA (EF2) 231 2,00E-30 Metabolismo celular CH379062 1 
Cc_C3_P13_C8 Low homology 286 -- -- -- 1 
Cc_C3_P13_E11 Low homology 361 -- -- -- 3 
Cc_C3_P13_F4 Low homology 173 -- -- -- 9 
Cc_C3_P13_H10 Low homology 128 -- -- -- 1 
Cc_C3_P13_H2 Low homology 
 
 
137 -- -- -- 2 
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Secuencia ID BlastX pb P-value Gene ontology GenBank NSC 
Cc_C3_P14_F2 Low homology 348 -- -- -- 2 
Cc_C3_P14_H12 Low homology 198 -- -- -- 1 
Cc_C3_P14_H5 Chorion protein s36 143 2,00E-08 Desarrollo celular X51342 1 
Cc_C5_P15_A7 Low homology 203 -- -- -- 1 
Cc_C5_P15_D4 Low homology 755 -- -- -- 87 
Cc_C5_P16_A4 s19 chorion protein 125 4,3E-12 Desarrollo celular Y08914 1 
Cc_C5_P16_F7 Vm26Ab gene product 206 6,1E-15 Desarrollo celular AE003612 1 
Cc_C5_P16_H10 Chorion protein s38 
homolog 
358 1,7E-26 Desarrollo celular X55886 
 
2 
Cc_C5_P16_H12 CG6391 gene product 449 1,1E-06 Metabolismo celular AE003546 3 
Cc_C5_P17_H6 Low homology 400 -- -- -- 2 
Cc_C5_P19_B2 Low homology 220 -- -- -- 1 
Cc_C5_P19_D5 CG5284 gene product 
(chloride channel) 
735 4,3E-101 Localización  AE003528 1 
Cc_C5_P19_H4 Low homology 653 -- -- -- 15 
Cc_C7_P2_B7 Low homology 214 -- -- -- 2 
Cc_C7_P2_E8 Low homology 273 -- -- -- 5 
Cc_C7_P2_F9 Low homology 227 -- -- -- 1 
Cc_C7_P21_A4 Low homology 766 -- -- -- 1 
Cc_C7_P21_A12 Low homology 106 -- -- -- 1 
Cc_C7_P21_C10 CG6803 Gene product 333 3,10E-50 Desarrollo celular AE003707 8 
Cc_C7_P21_E3 Actin A3 449 2,70E-74 Motilidad celular X97614 12 
Cc_C7_P21_F11 Low homology 272 -- -- -- 1 
Cc_C7_P21_G10 Low homology 144 -- -- -- 1 
Cc_C7_P22_E3 Low homology 588 -- -- -- 3 
Cc_C7_P22_H2 Low homology 369 -- -- -- 2 
Cc_C7_P23_A10 CG8736 Gene product 292 4,90E-06 Función 
desconocida 
-- 1 
Cc_C7_P23_A4 CG7203 Gene product 369 1,00E-05 Función 
desconocida 
-- 1 
Cc_C7_P23_C9 ATP synthase F0 subunit 8 292 2,00E-05 Metabolismo celular U17009 1 
Cc_C7_P24_G8 ATP synthase F0 subunit 6 609 2,20E-88 Metabolismo celular AJ242872 2 
Cc_C7_P26_H7 Low homology 284 -- -- -- 14 
Cc_C9_P3_F4 Low homology 138 -- -- -- 1 
Cc_C9_P3_H3 Male specific serum 
polypeptide β3 
339 3E-55 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19149 1 
Cc_C9_P27_A12 Male specific serum 
polypeptide β1 
183 1,80E-06 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19146 
 
3 
Cc_C9_P27_G10 Male-specific protein 288 7,50E-26 Respuesta a 
estímulo químico 
Y08954 
 
1 
Cc_C9_P27_H10 CG6803 gene product] 340 9,30E-35 Desarrollo celular AE003707 
 
1 
Cc_C9_P27_H4 Low homology 131 -- -- -- 1 
Cc_C9_P27_H9 Male specific serum 
polypeptide β 2 
203 2.60E-23 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19147 
 
1 
Cc_C9_P28_H10 Male specific serum 
polypeptide β 3 
321 5,5E-53 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19149 6 
Cc_C9_P29_D11 myosin heavy chain 3, 
muscle  
462 1,70E-69 Desarrollo celular X53155 
 
1 
Cc_C9_P30_B3 Low homology 106 -- -- -- 3 
Cc_C9_P30_C3 Male specific serum 
polypeptide β 3 
173 5,8E-26 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19147 
 
1 
Cc_C9_P30_C8 Low homology 239 -- -- -- 1 
Cc_C9_P30_D3 Male specific serum 
polypeptide β 1 
118 1,7E-17 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19146 
 
1 
Cc_C9_P30_E11 Low homology 140 -- -- -- 1 
Cc_C9_P30_G4 Male-specific protein 133 7,4E-17 Respuesta a 
estímulo químico 
Y08954 
 
1 
Cc_C9_P31_D3 Low homology 331 -- -- -- 1 
Cc_C9_P32_B4 Male specific serum 
polypeptide β 2 
302 1,2E-40 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19147 
 
1 
Cc_C9_P32_F2 Male specific serum 
polypeptide β 2 
393 7,9E-38 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19147 
 
1 
Cc_C9_P32_H1 ATP synthase F0 subunit 6 
 
 
 
 
610 1,50E-89 Metabolismo celular AJ242872 10 
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Secuencia ID BlastX pb P-value Gene ontology GenBank NSC 
Cc_C11_P3_C8 Male specific serum 
polypeptide β 2 
377 4,6E-56 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19147 
 
6 
       
Cc_C11_P3_D11 Male specific serum 
polypeptide β 3 
370 1,6E-46 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19149 
 
1 
Cc_C11_P33_B7 Low homology 114 -- -- -- 1 
Cc_C11_P33_D7 Transferrin precursor 778 4,80E-31 Mecanismo de 
defensa 
AF063449 
 
2 
Cc_C11_P33_F7 Male specific serum 
polypeptide β 2 
389 3,90E-13 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19147 
 
9 
Cc_C11_P33_G11 Low homology 334 -- -- -- 1 
Cc_C11_P33_H8 Low homology 122 -- -- -- 1 
Cc_C11_P34_F11 Male specific serum 
polypeptide β 2 
220 5,1E-27 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19147 
 
3 
Cc_C11_P35_B12 Male specific serum 
polypeptide β 2 
194 2,30E-22 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19147 
 
1 
Cc_C11_P35_B6 Low homology 343 -- -- -- 27 
Cc_C11_P35_F10 Male specific protein 274 2,30E-15 Respuesta a 
estímulo químico 
Y08954 
 
2 
Cc_C11_P35_F8 Male specific serum 
polypeptide α 1 
385 1,4E-40 Respuesta a 
estímulo químico 
Y19144 
 
1 
Cc_C11_P36_B4 Transferrin precursor 353 2,2E-31 Mecanismo de 
defensa 
D28940 
 
7 
Cc_C11_P36_F11 Low homology  220 -- -- -- 1 
Cc_C11_P37_A3 citocrom b 605 1,5E-86 Metabolismo celular AJ242872 1 
La anotación de la función de cada ESTs permitió obtener la clasificación de éstas 
mediante el Gene Ontology (GO). En total se obtuvieron 13 clases funcionales 
(Figura 5.6).  
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Figura 5.6: Distribución de las secuencias obtenidas por genoteca (Cc_C1, Cc_C2 y Cc_C3 
correspondientes a las hembras y Cc_C7, Cc_9 y Cc_C11 correspondientes a los machos) agrupadas 
por su función biológica según los términos del GO.  
En las hembras la clase más abundante fue la denominada sin homología, con un 
porcentaje, dentro de cada genoteca de 70,4, 41,4 y 50,0% para Cc_C1, Cc_C3 y 
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Cc_C5 respectivamente, seguida de la clase desarrollo celular (11,1, 27,6 y 30,0% 
respectivamente). Las clases siguientes variaron entre las tres genotecas.  
En el caso de los machos, los datos son menos homogéneos. Para la edad 
<24 horas (Cc_C7) la clase más abundante fue también la clase denominada sin 
homología (62,5%), seguida de la clases metabolismo celular (12,5%) y función 
desconocida (12,5%), sin embargo, para las edades de 5 y 15 días (Cc_C9 y 
Cc_C11) la clase sin homología fue la segunda más abundante (31,6 y 31,3% 
para Cc_C9 y Cc_C11 respectivamente) siendo la más abundante la de respuesta 
a estímulo químico (52,6 y 43,8% en el mismo orden). 
La comparación de los ESTs entre las distintas genotecas permitió obtener el 
conjunto de genes únicos para C. capitata, es decir, cada uno de los distintos 
genes caracterizados en este trabajo. Entre ellos, los ESTs que no presentaron 
ninguna homología con la base de datos fueron comparados 2 a 2; en ningún caso 
presentaron homología de secuencia entre ellos. Todo el conjunto de genes 
únicos se depositó en membranas utilizadas para los dot blot-Northern reverso en 
el orden descrito en el apartado 5.1.4.1, figura 5.5.  
Los resultados de la hibridación apuntan a que podrían existir genes 
diferencialmente expresados entre los grupos de edades (Figura 5.7), aunque 
estos resultados son muy preliminares y se requiere un trabajo más exhaustivo. 
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Figura 5.7: Señal de los dot blot-Northern reverso a los 5 minutos de exposición transformada en 
intensidad a 475 nm mediante el programa GenePix® Pro 6. A-F: dot blot-Northern reverso a partir de 
los adultos de C. capitata. A-C: las sondas de cDNA depositadas provienen de los genes únicos 
obtenidos entre las genotecas Cc_1; Cc_C3 y Cc_C5 correspondientes a las hembras y de D-F de los 
genes únicos obtenidos entre las genotecas Cc_7; Cc_C9 y Cc_C11. Las sondas de hibridación 
corresponden a las 3 edades estudiadas: A y D: adultos recién emergidos (menos de 24 horas de 
edad), B y E: adultos de 5 días de edad y C y F: adultos de 15 días de edad (ver Figura 5.5). 
El análisis de los resultados de la expresión mediante el programa GeneAnova 
permitió comprobar que los datos de los dos puntos correspondientes al mismo 
gen de una misma membrana no eran significativamente diferentes (F= 2,99; 
gl= 1; P< 0,001), y que la comparación de estos valores entre los tres grupos de 
edades si que tenían diferencias significativas (F= 784,26; gl= 2, P< 0,001). 
Además, permitió determinar qué grupo de genes (Tabla 5.6) estaban dentro de 
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los significativamente afectados por el parámetro edad (con un P-value < 0.005), 
descartando algunos de los genes que mediante el dot blot-Northern reverso 
parecían mostrar diferencias (Ver discusión). 
Tabla 5.6: Genes seleccionados como posibles candidatos de madurez sexual en machos y hembras 
mediante el programa GeneANOVA. 
Genes seleccionados a partir de las hembras 
adultas 
Genes seleccionados a partir de los machos 
adultos 
Genes candidatos Anotación blast X Genes candidatos Anotación blast X 
Cc_C1_P6_G4 Low homology Cc_C7_P21_A12 Low homology 
Cc_C1_P8_E8 Low homology Cc_C7_P21_C10 CG6803 Gene product 
Cc_C3_P10_B12 vitellogenin 1(gamma) Cc_C7_P23_D6 Low homology 
Cc_C3_P12_H1 GA15316-PA (EF2) Cc_C9_P30_B3 Low homology 
Cc_C3_P13_H10 Low homology   
Cc_C3_P14_F2 Low homology   
Cc_C5_P17_H6 Low homology   
Cc_C5_P19_B2 Low homology   
RpS21    
Los genes expresados diferencialmente de manera significativa e identificados en 
la base de datos con una función concreta correspondieron a las genotecas 
Cc_C3 y Cc_C7, y las funciones fueron: 1 gen de la vitelogenina y el EF2 (factor 
de elongación) y el RpS21 en el caso de las hembras y el homólogo al gen 
CG6803 de D. melanogaster (sin función conocida) en el caso de los machos. 
Todos los demás no presentaron homología. 
En el caso de las hembras para todos los genes candidatos, la expresión es 
máxima para la edad de 5 días. Para los genes Cc_C1_P8_E8, Cc_C5_P17_H6 y 
Cc_C5_P19_B2, para la edad de 15 días la expresión disminuye, pero se 
mantiene más elevada que para el día 0. En el caso de los machos, para los 
genes Cc_C7_P21_A12 y Cc_C7_P23_D6, la expresión es máxima para los 
machos recién emergidos, disminuyendo y manteniéndose constante para las 
otras dos edades estudiadas. En el caso de Cc_C7_P21_C10 (CG6803 Gene 
product), la expresión es máxima en el caso de los machos de 5 días de edad, y 
disminuye por debajo de la expresión de los recién emergidos en los machos de 
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15 días. Para Cc_C9_P30_B3, la expresión es similar y máxima en adultos de 0 y 
5 días y nula para los machos de 15 días de edad (Tabla 5.7). 
Tabla 5.7: Media de la señal emitida por los dos spots correspondientes a un mismo gen (transformada 
a longitud de onda a 475 nm mediante el programa GenePix®) de los genes seleccionados con el 
GeneAnova como posibles candidatos a marcadores en machos y hembras. 
  Media de la señal emitida por los dos spots correspondientes a 
un mismo gen, medida con el programa GenePix® (longitud de 
onda a 475 nm) 
  Coordenadas 
membrana 
Anotación 
GenBank 
0 días 5 días 15 días 
Cc_C1_P6_G4 D8,D9  3018 14434 2405 
Cc_C1_P8_E8 G3,G4  32721 48230 37573 
Cc_C3_P10_B12(*) I8,I9 X54661 3481 16227 4891 
Cc_C3_P12_H1(*) N3,N4 CH379062 4441 13431 5336 
Cc_C3_P13_H10 N6,N7  2634 12163 3079 
Cc_C3_P14_F2 L8,L9  2891 17453 3452 
Cc_C5_P17_H6 K11,K12  1877 9173 6018 
Cc_C5_P19_B2 L11,L12  2353 9343 4042 
Genes 
candidatos 
seleccionados 
en hembras 
RpS21 P1,P2  5784 12685 4750 
Cc_C7_P21_A12 D1,D2  13328 5844 4968 
Cc_C7_P21_C10(*) B6,B7 AE003707 612 840 0 
Cc_C7_P23_D6 C3,C4  11555 3113 2985 
Genes 
candidatos 
seleccionados 
en machos Cc_C9_P30_B3 H3,H4  687 1059 0 
Nota: Todos los genes presentan low homology, excepto los marcados con (*) (Tabla 5.5) 
5.3 Discusión 
La técnica SSH se ha utilizado en el presente trabajo para detectar diferencias en 
la expresión génica de C. capitata a diferentes edades. El análisis de 3953 clones 
ha permitido obtener 518 ESTs válidas. Debido a la alta redundancia encontrada 
en la mayor parte de las genotecas no se secuenciaron más clones.  
Las genotecas de hembras se agruparon en 11 clases funcionales, mientras que 
las de los machos en 7. Sin embargo, la mayor parte de ESTs caracterizadas 
corresponden a la clase sin homología. Al no tratarse de un organismo modelo, no 
se dispone del genoma completo con el cual comparar las ESTs obtenidas. Por lo 
tanto, la clase sin homología podría incluir genes con función conocida pero que 
en este caso no se ha detectado ya sea por el tamaño de la secuencia del ESTs o 
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por la parte del gen a la que corresponden.  
Existen diferentes trabajos en C. capitata que indican la existencia varios genes 
específicos y exclusivos de hembras como los genes que codifican las 
vitelogeninas (Rina y Savakis, 1991), las proteínas del corion (Konsolaki et al., 
1990; Tolias et al., 1990; Vlachou et al., 1997) o las ceratotoxinas, que codifican 
péptidos antibacterianos, y cuya expresión se localiza exclusivamente en las 
glándulas accesorias de hembras maduras sexualmente (Marchini et al., 1993, 
1995; Rosetto et al., 1996, 1997, 2000). En este trabajo, la segunda clase más 
abundante que se ha encontrado en las genotecas de hembras ha sido la de 
desarrollo celular que incluye todos estos genes, por lo que serían unos de los 
candidatos a verificar su expresión diferencial mediante la técnica de dot blot-
Northern reverso puesta a punto.  
En el caso de los machos, la bibliografía indica que se han identificado genes 
específicos de machos, entre ellos la familia de genes que se conoce como MSSP 
(del inglés male specific serum polypeptides) que es la más abundante y más 
estudiada (Thymianou et al., 1995; Christophides et al., 2000a,b). Esta abundancia 
parece explicar los resultados obtenidos en este trabajo, ya que la clase respuesta 
a estímulo químico, la más abundante para las edades de 5 y 15 días engloba a 
todos estos genes.  
Los resultados de las hibridaciones son preliminares. No obstante, en espera de 
estudios más exhaustivos, los resultados indican que podrían existir diferencias de 
expresión para alguno de los genes estudiados.  
En las hembras, parece que existen diferencias de expresión en dos genes 
conocidos, la vitelogenina y el factor de elongación 2. La vitelogenina es una 
glicoproteína de la yema del huevo en los animales ovíparos específica de las 
hembras e importante para la reproducción. Uno de los aspectos importantes para 
la maduración de los oocitos es la formación y almacenamiento de las proteínas 
de la yema del huevo, proceso que se conoce como vitelogénesis (Mahowald y 
Kambysellis, 1980). Esta proteína es utilizada durante la embriogénesis. Además, 
algunos autores han relacionado la actividad de la vitelogenina con la longevidad 
en diferentes organismos como en Apis mellifera (Linnaeus), D. melanogaster, o 
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C. elegans, por su actividad antioxidante que los protege del estrés oxidativo 
(Seehuus et al., 2006, Corona et al., 2007). Con respecto al factor de elongación 
EF2, éste sigue la misma trayectoria en cuanto a expresión que el gen de la 
vitelogenina seleccionado. El factor de elongación EF 2, es una proteína de unión 
a GTP (GTP binding protein) esencial para la fase de elongación en la síntesis de 
proteínas. Se ha demostrado que está también implicado en la embriogénesis y 
morfogénesis, y que se expresa en todas las fases del desarrollo, incluidos los 
estados larvales (Ofulue y Candido, 1991). Si en estudios posteriores se 
comprueba realmente la expresión diferencial de alguno de los genes obtenidos 
con tales funciones asignadas, podrían convertirse en posibles candidatos de 
marcadores de madurez sexual. 
La implicación de la proteína ribosomal RpS21 en el desarrollo ha sido demostrada 
tanto en hongos (Kusuda et al., 2000), plantas (Dresselhaus et al., 1999) como en 
insectos (Török et al., 1999), siendo los niveles de mRNA mucho más elevados en 
tejidos en desarrollo o crecimiento, lo que sugiere que la expresión de RpS21 está 
transcripcionalmente regulada por factores de crecimiento (Kusuda et al., 2000; 
Dresselhaus et al., 1999). En C. capitata se han obtenido los mismos resultados, 
siendo la expresión más alta durante fases de proliferación celular y crecimiento 
(Verras et al., 2004). Además, al igual que se ha obtenido en este trabajo, los 
adultos hembra de C. capitata presentan niveles más elevados de mRNA de 
RpS21 que los machos adultos, lo que podría deberse a la acumulación de 
mRNAs maternos en los huevos en desarrollo (Verras et al., 2004).  
Para los genes de función desconocida, tanto de machos como de hembras, que 
presentan diferencias de expresión, el trabajo a realizar es mucho más laborioso 
ya que incluye, entre otras etapas, la identificación del tamaño del transcrito, la 
secuenciación completa de los genes, la identificación de la proteína 
correspondiente a cada uno de ellos, y la comprobación mediante qRT-PCR de la 
expresión diferencial de estos genes en intervalos de tiempo más concretos. 
Ni en machos ni en hembras se observó expresión diferencial de los genes SOD-
1, SOD-2 y hsp70, genes de referencia de longevidad en D. melanogaster (Aigaki 
et al., 2002; Fabricio et al., 2003; Landis et al., 2004; Wang et al., 2004).  
Capítulo V 
 
 
 132
Nuestros resultados representan una aportación original, aunque es necesario 
continuar estas investigaciones para poder dilucidar aquellos genes más 
relevantes en la determinación de la madurez sexual de C. capitata de cara a la 
toma de decisiones en la frecuencia de liberación de machos estériles en 
programas TIE. 
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1- Larvas y adultos de C. capitata poseen un perfil proteolítico semejante basado 
en un amplio repertorio de enzimas de tipo aspartil, tripsina, quimotripsina, amino 
peptidasa y carboxipeptidasa A y B. 
2- En adultos, el sistema proteolítico presenta una distribución espacial ligada al 
pH. El proceso digestivo se inicia en el buche (pH ácido) donde la actividad 
catepsina D fue mayor que en el tubo digestivo medio (pH alcalino) y en cambio no 
se detecta la presencia de tripsinas y quimotripsinas. El contenido de 
exopeptidasas fue mayor en el tubo digestivo que en el buche.  
3- Las composición de enzimas proteolíticas y sus actividades fueron similares 
tanto en machos irradiados con 70 y 140 Gy procedentes de la línea Vienna 7 tsl 
como en los no irradiados.  
4- Los ensayos de longevidad con machos Vienna 7 tsl irradiados a la dosis más 
alta (140 Gy) muestran que ésta fue semejante a la de los machos no irradiados.  
5- La adición de proteína hidrolizada a la dieta de los adultos estériles Vienna 8 tsl 
aumenta su longevidad en condiciones normales, mientras que la disminuye en 
condiciones de ayuno. 
6- La exposición al aroma del aceite esencial de jengibre no afecta a la longevidad 
de los machos estériles Vienna 8 tsl independientemente del tipo de dieta (azúcar 
o azúcar y proteína en la proporción 4:1; p:p). 
7- Se ha puesto a punto un método molecular, rápido, repetible y barato para 
evaluar la tasa de acoplamiento de los machos estériles. Los marcadores 
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desarrollados, Ccmt-HaeIII (PCR-RFLP) y CcYsp, en combinación, son un buen 
sistema para la detección de esperma y determinación de su origen (línea Vienna 
tsl ó salvaje), en extracciones de DNA de espermateca. 
8- Estos marcadores permiten identificar el número de hembras salvajes 
acopladas por machos estériles, tanto en condiciones de laboratorio como en 
condiciones de semi-campo, incluso cuando las hembras permanecen en trampas 
hasta 7 días antes de ser analizadas. Este método, una vez validado en 
condiciones de campo, puede ser incorporado a programas TIE.  
9- Se han obtenido 13 posibles genes candidatos para ser marcadores de 
madurez sexual. En hembras dos de estos genes están anotados en las bases de 
datos, la vitelogenina y el factor de elongación 2. En machos sólo uno de los 
genes está anotado. El resto de los genes identificados no presenta homología 
con la base de datos.  
10.- Ni en machos ni en hembras se observó expresión diferencial de los genes 
SOD-1, SOD-2 y hsp70 que son genes de referencia para longevidad en otros 
dípteros. Estudios adicionales son necesarios para clarificar la función de los 
genes más relevantes identificados. 
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